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(57) Abstract 



The invention relates to a stable factor VIII/ von Willcbrand factor complex which contains high-molccular von Willcbrand factor 
(vWF) muitimers and is free of low-molecular vWF molecules and proteolytic vWF decomposition products. The invention also relates to 
a process for preparing said complex. 

(57) Zusammenfassung 

Beschrieben winl cin stabiler FaJctor VIII/vWF-Komplcx. der insbesonderc hochmolekulare vWF-Multimere cnthAlt und frei isi von 
nicdermolekularen vWF-Molekt)len und protcolytischen vWF-Abbauprodukten, sowie ein Verfahren zur Hersiellung dieses Komplexes. 



LEDiGUCH ZVR INFORMATION 



Codes zur Identifizicrung von PCT-Vcrtragsstaaten auf den KopfbGgcn der Schriften, die Internationale Anmeldungen gemflss dcm 
PCX vcr6ffcntUchen. 



AL 


ARMniea 


ES 


Spanien 


L$ 


Lesotho 


SI 


Skmeoiea 


AM 


Annenien 


FI 


l^mnland 


LT 


Litauen 


SK 


Slowaket 


AT 


Ostenvich 


FR 


Franbcich 


Uf 


Luxemburg 


SN 


Senegal 


AU 


Au5trmlien 


GA 


Oabun 


LV 


Lcttland 


sz 


Swasiland 


AZ 


Aserbakkchan 


GB 


Vereinigtes Kdnigretch 


MC 


Monaco 


TD 


Tschad 


BA 


Bom \en • Herzegow iiu 


GE 


Georgien 


MD 


Republik Moldau 


TG 


Togo 


BB 


Baibadoi 


GH 


Ghana 


MG 


Madagaskar 


TJ 


Tadftchikiatan 


BE 


Bftlgien 


GN 


Guinea 


MK 


Die ehemaltge jugoslawische 


TM 


TuricmeDistan 


BF 


Bmfciiu Puo 


GR 


Orkchenland 




Republik Mazedonien 


TR 


TDrket 


BG 


Bulgorien 


HU 


Ungam 


ML 


Mill 


TT 


Trinidad und Tobago 


BJ 


Benin 


IE 


biand 


MN 


Mongolei 


UA 


Ukraine 


BR 


Brasilien 


IL 


bract 


MR 


Mauiecanien 


VG 


Uganda 


BY 


Bctim 


IS 


bland 


MW 


Malawi 


US 


Vextinigte Staaten von 


CA 




IT 


Italien 


MX 


Mexiko 




Amerika 


CF 


Zcntnttfhlumische Republik 


JP 


Japan 


NE 


Niger 


UZ 


Utbckiftan 


CG 


Kongo 


KE 


Kcnu 


NL 


Niedcrlande 


VN 


Viemun 


CM 


Schweiz 


KG 


KiTgnistan 


NO 


Norwcgcn 


vu 


iugotlawieo 


a 


Cdte d'lvotre 


KP 


Demokratitche VoDurepublik 


NZ 


Neuieeland 


zw 


Zmibabwe 


CM 


Kunenin 




Korea 


PL 


Polea 






CN 


China 


KR 


Republik Korea 


PT 


PtjrtugaJ 






cv 


Kuba 


KZ 


Xuachstan 


RO 


Rumlnien 






cz 


Tschechitctie Republik 


LC 


St. Uicta 


RV 


Rusaische FOderafton 






OE 


Oeuuchland 


U 


Liechtenstein 


SD 


Sudan 






DK 


Dinemuk 


LK 


Sri Lanka 


se 


Schweden 






EE 


Euland 


LR 


Liberia 


SG 


Stngapur 







wo 97/34930 



- 1 - 



PCT/AT97/00055 



Stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex 

Die Erfindung betrifft einen stabilen virussicheren Faktor VIII- 
Komplex, der Insbesondere hoclimolekulare vWF-Multimere mit hoher 
struktureller Integritat enthSlt und frei ist von niedermoleku- 
laren vWF-Molekillen und proteolytischen vWF-Abbauprodukten. Des- 
weiteren betrifft die Erfindung Verfahren zur Gewinnung und Her- 
stellung eines stabilen Faktor VIII-Komplexes sowie pharmazeuti- 
sche Praparationen davcn. 

Die Blutgerinnung ist ein komplexer ProzeS, der die sequentielle 
Interaktion einer Reihe von Komponenten, insbesondere von Fibri- 
nogen, Faktor II, Faktor V, Faktor VII, Faktor VIII, Faktor IX, 
Faktor X, Faktor XI und Faktor XII einschlieSt. Der Verlust 
einer dieser Komponenten Oder die Inhibierung ihrer Funktionali- 
tat fuhrt zu einer verstarkten Blutgerinnungsneigung^ die bei 
einigen Patienten lebensbedrohlich sein kann. 

Von Willebrand-Faktor (vWF) zirkuliert im Plasma komplexiert mit 
Faktor VIII, wobei Faktor VIII die Blutgerinnung unterstiitzt und 
vWF im Komplex mit Faktor VIII diesen stabilisiert und vor pro* 
teolytischem Abbau schutzt. Durch seine Funktion bei der PlMtt- 
chenaggregation greift vWF auch direkt in die Blutgerinnung ein. 
Der vWF ist ein Glykoprotein, welches in verschiedenen Zellen 
von SMugern gebildet und anschlieSend in die Zirkulation frei- 
gesetzt wird. Dabei wird in den Zellen ausgehend von einer Poly- 
peptidkette mit einem Molekulargewicht von ca, 220 kD durch Aus- 
bildung von mehreren Schwef elbriicken ein vWF-Dimer mit einem Mo- 
lekulargewicht von 550 kD gebildet. Aus den vWF-Dimeren werden 
dann durch Verknupfung weitere Polymere des vWF mit immer h5he- 
rem Molekulargewicht, bis zu 20 Millionen Dalton, hergestellt. 
vWF existiert daher im Plasma in einer Serie von multimeren For- 
men von einem Molekulargewicht von 1 x 10® bis 20 x 10® Dalton. 
Es wird vennutet, daS insbesondere den hochmolekularen vWF-Mul- 
timeren eine essentielle Bedeutung bei der Blutgerinnung zu- 
kommt , 

Neben der Carrier-Funktion fiir Gerinnungsfaktor VIII besteht fur 
den vWF die Funktion in der Brucken-Bildung zwischen Gef^Bwand 
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und der Piattchen und Pl^ttchenagglutination* Die Grundlage zur 
Piattchenagglutination ist durch die Bindung des vWF an Oberfia- 
chen-Rezeptoren ( Glykoproteine lb, Ilb/IIIa) gegeben. Die Bin- 
dungsstelle innerhalb des vWF zur Bindung an GP lb befindet sich 
im Disulf id-Loop Cys( 509 ) -Cys( 695 ) . Es ist bekannt, daB die 
Piattchenagglutination mit einer Bindung des vWF an das Glyko- 
protein lb beginnt. Nach einem Aktivierungssignal konunt: es dann 
zur Bindung des vWF an den Glykoprotein Ilb/IIIa-Komplex und der 
Agglutination- Die Piattchenagglutination setzt somit die Bin- 
dung des vWF an die Oberf l^chenrezeptoren voraus; durch die Bin- 
dung mehrerer Piattchen durch ein vWF-Molekul kommt es in Folge 
zur Agglutination. vWF-Piattchenbindung stellt somit die mole- 
kulare Ursache fUr die Piattchenagglutination dar. 

Bei der HSmophilie ist die Blutgerinnung durch Mangel an be- 
stimmten plasmatischen Blutgerinnungsf aktoren gest5rt. Bei der 
HSmophilie A beruht die Blutungsneigung auf einem Mangel an Fak- 
tor VIII bzw. einem Mangel an vWF, der ein wesentlicher Bestand- 
teil des Faktors VIII darstellt. Die Behandlung der HSmophilie A 
erfolgt in erster Linie durch Ersatz des fehlenden Gerinnungs- 
faktors durch Faktorenkonzentrate z.B. durch Infusion von Faktor 
VIII, Faktor VIII-Komplexes Oder vWF. 

Das vWF-Syndrom besitzt mehrere Krankheitsbilder , die auf eine 
Unter- Oder Oberproduktion des vWFs zuriickzufuhren sind. So 
fllhrt z.B, eine Oberproduktion von vWF zur vermehrten Neigung 
von Thrombosen, wohingegen eine Unterversorgung durch die Abwe- 
senheit Oder eine Reduktion von hochmolekularen Formen des vWF 
begrtindet ist, die sich dadurch manif estiert , daB eine vermehrte 
Blutungsneigung und eine verlSngerte Blutungszeit durch eine in- 
hibierte Piattchenaggregation auftritt. Der Mangel an vWF kann 
auch eine phSnotypische H^mophilie A hervorrufen, da der vWF ein 
wesentlicher Bestandteil des f unktionellen Faktor VIII ist. In 
diesen Fallen ist die Halbwertszeit des Faktor VIII derart ver- 
ringert, daB seine Funktion in der Blutgerinnungskaskade beein- 
trSchtigt ist. Patienten mit von Willebrand-Syndrom (vWD) weisen 
daher oftmals Faktor VIII-Def izienz auf- Bei diesen Patienten 
ist die reduzierte Faktor VIII-Aktivit^t nicht die Konsequenz 
eines Defekts des X-chromosomalen Genes, sondern ist eine indi- 
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rekte Folge der quantltativen und qualitativen VerSnderung des 
vWF im Plasma. Die Unterscheidung zwischen HSmophile A und vWD 
kann normalerweise durch Messen des vWF-Antigens oder durch Be- 
stimmen der Ristocet±n-Kof aktor-Aktivitat erfolgen. Sowohl der 
vWF-Antigengehalt als auch die Ristocetin-Kof aktor-Aktivitat ist 
bei den meisten vWD-Patienten erniedrigt, wogegen sie in Hamo- 
philie A-Patienten normal ist:. 

Kcnventionelle Methoden zur Therapie des von Willebr and- Syndroms 
erfolgen mit; aus Plasma gewonnenem vWF, wobei es eine Reihe von 
Ans^tzen gibt, vWD-Patienten mit gereinigtera vWF oder Faktor 
VIII/vWF-Komplex zu therapieren. 

Die Reinigung von Faktor VIII oder Faktor VIII-Komplex aus Plas- 
ma Oder Kryoprazipitat wird insbesondere dadurch erschwert, dafi 
Faktor VIII nur in sehr geringen Mengen im Plasma vorkommt, ex- 
trem labil ist und die Assoziation von Faktor VIII mit vWF unter 
spezifischen Bedingungen reversibel ist. Faktor VIII wird durch 
Reinigung und Konzentrierung aus Plasma gewonnen, jedoch kann 
es abh^ngig vom Reinigungsverf ahren zur Instabilitat und Verlust 
der Faktor VIII-Aktivitat aufgrund der Trennung von vWF und Fak- 
tor VIII wShrend der Reinigung kommen. Das Endprodukt ist daher 
oft eine Mischung aus stabilem Faktor VIII-Komplex und instabi- 
lem Faktor VIII, sowie von kontamierenden Proteinen, wie z.B, 
Fibrinogen, Fibronektin oder Vitamin K-abhSngigen Proteinen, die 
durch die Reinigung nicht entfernt werden konnten, Aufgrund der 
Instabilltat des gereinigten Komplexes werden Stabilisatoren, 
wie Albumin oder Aminos^uren etc, zugesetzt. Die Anwesenheit 
von kontaminierenden Proteinen und/oder Stabilisatoren im gerei- 
nigten Produkt reduzierten jedoch die spezifische AktivitSt des 
Faktor VI I I -Komplexes . 

Die EP 0 468 181 beschreibt ein Verfahren zur Reinigung von Fak- 
or VIII aus humanem Plasma durch lonenaustauschchromatographie, 
Elution des Faktor VIII mit hoher lonenst^rke bei saurem pH und 
Sammeln des Eluats in Anwesenheit eines Stabilisators , wie Hepa- 
rin, Albumin und PEG und Lysin oder Histidin als Antiprotease . 
Die spezifische Aktivitat nach Zugabe von Albumin sinkt jedoch 
von 300 bis 1200 U/mg Protein auf 18-24 U/mg Protein. 
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Madaras et al. ( Haemostasis 7:321-331 (1978)) beschreiben ein 
Verfahren zur Reinigung von Faktor VIII an Heparin-Sepharose und 
Elution mit: steigenden NaCl-Konzentrationen. Der so erhaltene 
Faktor VIII hatte jedoch nur gerlnge AktivltSt* 

Die US 5,252,709 beschreibt Verfahren zur Trennung von Faktor 
VIII, vWF, Fibronektin und Fibrinogen aus humanem Plasma, wobei 
zuerst Faktor VIII, vWF und Fibronektin an einen lonentauscher 
von DEAE-Typ gebunden werden und anschlieSend durch steigende 
Salzkonzentrationen vom lonenaustauscher getrennt eluiert wer- 
den • 

Zimmerman et al* (US 4,361,509) beschreiben ein Verfahren zur 
Reinigung von Faktor VIII, wobei der Faktor VIII/vWF-Komplex an 
einen monoklonalen anti-vWF-Antik6rper gebunden wird und Faktor 
VIII vom Komplex durch CaClg-Ionen dissoziiert wird, Der so er- 
haltene Faktor VIII wird anschlieBend Uber einen weiteren Chro- 
matographieschritt in reiner Form gewonnen, mu6 jedoch durch 
Zugabe von humanem Albumin stabilisiert werden. 

Durch die Expression von Faktor VIII in rekombinanten Zellen 
(Wood et al. (1984), Nature 312:330-337) konnte Faktor VIII gen- 
technisch hergestellt werden, jedoch konnte erst durch Zugabe 
Oder Koexpression von vWF eine kommerziell einsetzbare Ausbeute 
an rekombinantem Faktor VIII erzielt werden. Zur Herstellung 
eines pharmazeutischen Praparates wird vWF jedoch wahrend des 
Reinigungsprozesses bis auf eine unwesentliche Restmenge vom 
Faktor VIII abgetrennt und der gereinigte rekombinante Faktor 
VIII mit Albumin stabilisiert (Griffith et al . (1991), Ann. 
Hematol 63:166-171). 

Fur den Einsatz zur Therapie von Patienten mit HSmophilie A, 
aber auch mit von Willebrand-Syndrom ist ein gereinigter Faktor 
VIII, komplexiert mit vWF, wunschenswert (Berntorp (1994), 
Haemostasis 24:289-297), Insbesondere wird immer wieder betont, 
daB in PrSparaten ohne Oder nur einem geringen Gehalt an vWF, 
eine verlSngerte Blutungszeit und eine geringe Faktor VIII :C- 
Halbwertszeit in vivo zu beobachten ist. Eine Normalisierung von 
vWF in vivo ist wichtig, um die Konzentration von Faktor VIII im 
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Plasma sowohl durch Reduktion der Faktor VIII-Elirainierungsrate 
als auch durch die Untrerstutzung der Freisetzung von endogenem 
Faktor VIII, aufrecht: zu erhalten ( Lethagen et al . (1992), Ann, 
Hematol . 65 : 253-259 ) . 

Die DE 3 504 385 beschreibt die Durchfuhrung einer lonenaus- 
tauschchromatographie zur Reinigung von Faktor VIII/vWF-Komplex, 
wobei der Faktor VIII-Kompiex Uber Sulf atgruppen gebunden und 
mit Citratpuf fer , Calciumchlorid und NaCl-Gradient eluiert wird. 
Der Faktor VIII-Komplex wird dabei mit einer Konzentration von 
0,5 M NaCl vom Trager eluiert. 

Die EP O 416 983 beschreibt die Gewinnung von Faktor VIII /vWF- 
Komplex aus menschlichem Plasma durch Ausfallung mit einer Kom- 
bination aus Bariumchlorid und Aluminumhydroxid und anschlieBen- 
de Anionenaustauschchromatographie an DEAE-Fraktogel . 

In der EP 0 411 810 erfolgt die Reinigung von Faktor VIII/vWF- 
Komplex aus Kryoprfizipitat mittels Heparin-Af f initStschromato- 
graphie und anschlieBende Elution des Komplexes mit Calcium- 
chlorid. Eine Weiterentwicklung dieses Verfahrens wird in der WO 
93/22337 beschrieben. Zur Entfernung von kontaminierenden Prote- 
inen, wie Fibrinogen und Fibronektin, wird im AnschluB an die 
Elution mit CaCl ^ eine Glycin/NaCl-Failung durchgefUhrt . 

Zur Reinigung des Faktor VIII/vWF-Komplexes wurde ebenfalls vor- 
geschlagen, kontaminierende Proteine, wie etwa Fibrinogen, mit 
hohen Konzentrationen an AminosSuren, insbesondere von Glycin, 
auszuf alien, den in Losung verbleibenden Faktor VIII/vWF-Komplex 
durch Zugabe eines calcium- und aminosaurehaltigen Puffers zu 
dissoziieren und anschlieBend Faktor VIII und vWF durch Anionen- 
austauschchromatographie getrennt voneinander zu gewinnen (WO 
82/04395 ) . 

Die US 5,356,878 beschreibt die Herstellung von Faktor VIII- 
Komplex, bei dem kontaminierende Proteine (Fibrinogen, Vitamin- 
K-abhSngige Faktoren oder Fibronektin) durch F^llung mit Al(OH)3 
und PEG abgetrennt, Faktor VIII-Komplex in Gegenwart von Glycin 
und NaCl chemisch virusinakt iviert und anschlieBend die nicht 
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Faktor VI II-Komplex-spezif ischen Proteine durch Gelf iltration 
entfernt warden. 

Hornsey et al . (Thromb, Haemost. 57:102-105 (1987)) reinigtren 
Faktor VIII/vWF mittels Inununaf f initStschromatographie und er- 
reichten eine spezifische Aktivitat von 45 U Faktor Vlll/mg Pro- 
tein und 60 U Ristocetin- Aktivitat/mg Protein. Allerdings ist 
das Endprodukt mit 4% Fibrinogen und 2% Fibronektin und vom Tra- 
ger abgel5sten Maus-Antikbrpern verunreinigt . 

Mejan et al. (Thromb. Haemost. 59: 364-371 (1988)) schlugen vor, 
Faktor VIII/vWF-Komplex tnittels Immunaf f initat direkt aus Plasma 
zu reinigen. Der gereinigte Komplex wurde mit humanem Serumalbu- 
min stabilisiert und anschlieflend lyophiiisert . Mit den be- 
schriebenen Elutionsbedingungen wurde jedoch eine teilweise 
Freisetzung der AntikOrper von der Saule beobachtet, was zu ei- 
ner Kontamination des Eluats mit monoklonalen Antikttrpern fuhrte 
und einen zweiten Reinigungsschritt zur Entfernung der Antikbr- 
per erforderte- Mejan et al. erreichten mit ihrem Verfahren eine 
etwa 1400-fache Anreicherung des Faktor VIII/vWF-Komplexes mit 
einer spezif ischen Faktor VIII :C-Aktivitat und Ristocetin-Akti- 
vitat von je 20 U/mg Protein, wobei das Produkt alle vWF-Multi- 
mere enthielt. Nach Stabilisierung des Komplexes mit 10 mg/ml 
Albumin wurde ein Stabilitat von 3-4 Monaten bei -2CC beobach- 
tet. Es wird jedoch immer wieder betont, dafl eine besondere 
Schwierigkeit bei der Reinigung des Komplexes darin besteht, die 
Assoziation der Proteine zu erhalten, da beide Komponenten im 
Komplex instabil sind. 

Harrison et al. (Thromb. Res. 50:295-304 (1988)) beschreibt die 
Reinigung von Faktor VlII/vWF-Komplex durch Chromatographie an 
Dextransulf at-Agarose . 

Die EP 0 600 480 beschreibt die Reinigung von Faktor VIII/vWF- 
Komplex mittels Anionenaustauschchromatographie, wobei das Elu- 
at, enthaltend Faktor VIII/vWF-Komplex, mit Heparin und Albumin 
stabilisiert und gegebenenf alls Lysin und Histidin als Antipro- 
teasen zugegeben werden. 
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Konunerziell erhSltliche Faktor VIII/vWF-PrSparate weisen zum 
Teil keinen Oder nur einen geringen Anteil an hochmolekularen 
vWF-Multimeren (vWF/HMW) auf und zeigen insbesondere in Abhan- 
gigkeit der Inf usionszeit in vivo eine Reduktion der hochmoleku- 
laren vWF-Mul-timeren ( Lethagen et al . (1992), Ann, Hematol, 
65:253-259). 

Die im Stand der Technik beschriebenen Faktor VII I -Pr^parate 
entualten ^war zum groSten Teil das gesamte vWF-Multimerpattern, 
jedoch variieren sie im Anteil an HMW-vWF und LMW-vWF und weisen 
sog- Triplett-Strukturen auf, die auf einen proteolytischen Ab- 
bau von vWF-Multimeren, insbesondere von vWF/HMW, hinweisen 
(Scott et al. (1993), Sem, Thromb. Hemost. 19:37-47, Baillod et 
al. (1992), Thromb. Res. 66:745-755, Mannucci et al . (1992), 
Blood 79:3130-3137). Die Stabilitat dieser PrSparate ist dadurch 
begrenzt . 

Urn die Pr^parate zu stabilisieren, entweder vor der Virusinakti- 
vierung Oder urn ein lagerstabiles PrSparat zu erhalten, wird 
immer wieder betont, daS die Zugabe eines Stabilisators, wie 
etwa Albumin, erforderlich ist. 

Alle Faktor VIII-Konzentrate, die durch Reinigung des Proteins 
aus humanem Plasma erhalten werden, oder in Kontakt mit biolo- 
gischem Material aus SSugetieren getreten sind, sind auBerdem 
potentiell mit dem Risiko behaftet, mikrobiologische Oder mole- 
kulare Pathogene, wie z.B. Viren, zu enthalten. Zur Herstellung 
eines sicheren Pr^parates ist daher auch immer eine Inaktivie- 
rung von pathogenen Organismen notwendig, Effektive Inaktivie- 
rungsverf ahren kOnnen jedoch leicht auch zu einem Verlust der 
biologischen AktivitSt des Faktor VIII-Komplexes fuhren. So 
stellten Palmer et al . fest (Thromb. Haemost. 63:392-402 
(1990)), daS bei einer Hitzebehandlung zur effektiven Virus- 
inaktivierung auch in Gegenwart eines Stabilisators mit einem 
Aktivitatsverlust zwischen 17% und 30% zu rechnen ist. 

Es wird immer wieder betont, daB Faktor VI II/vWF-Konzentrate mit 
einer intakten Multimerstruktur m5glicherweise einen giiten Ein- 
fluS auf die Blutungszeit hatten, da sie die primSre Funktion 
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des vWF, die Piattchenagglutination, ausfuhren und eine htthere 
Affinitat zu den PlSttchenrezeptoren Glykoproteln lb und 
I lb/ I I la haben als niedermolekulare vWF-Multimere ( LMW-vWF ) 
(Mannucci et al. (1987), Americ. J- Hematology 25:55-65), Es 
besteht jedoch die Schwierigkeit , daB wShrend des Herstellungs- 
prozesses von Faktor VIlI-Konzentraten ein Abbau insbesondere 
der HMW-vWF-Molekule erfolgt. 

Es besteht daher ein Bedarf an einem Faktor VIII-Komplex mit 
einer ausreichenden spezifischen Aktivitat an Faktor VIII :C und 
vWF-Aktivitat, der eine verbesserte Stabilitat aufweist und der 
auch ohne Zugabe eines nicht-Faktor VIII/vWF-Komplex-spezif i- 
schen Stabilisators Uber einen langeren Zeitraum stabil bleibt. 

Ziel der vorliegenden Erfindung ist es daher, einen Faktor VIII/ 
vWF-Komplex mit einer verbesserten Stabilitat zur Verftigung zu 
stellen. 

Die Aufgabe wird erf indungsgemSLS durch zur Verf iigungstellen 
eines Faktor VIII/vWF-Komplexes, der insbesondere hochmolekulare 
vWF-Multimere enthSlt und frei ist von niedermolekularen vWF- 
MolekUlen und proteolytischen vWF-Abbauprodukten, gelost. 

Die spezifische Piattchenagglutination gibt das VerhSltnis von 
Ristocetin Co-Faktor-Aktivitat und vWF-Antigengehalt wieder. Ei- 
ne hohe spezifische Piattchenagglutinationsaktivitat gibt daher 
die spezifische Aktivitat der Multimeren an. Im Rahmen der vor- 
liegenden Erfindung konnte sowohl fQr plasmatischen vWF (p-vWF) 
als auch rekombinanten vWF (r-vWF) bzw. Faktor VIII/vWF-Komplex 
gezeigt werden, daB bei einem hohen Multimerisierungsgrad des 
vWF die spezifische Piattchenagglutination (RistCoF / vWF:Ag) 
wesentlich erhttht ist im Vergleich zu niedermolekularen Multi- 
meren . 

Niedermolekularer p-vWF (p-vWF/LMW) und niedermolekularer r-vWF 
(r-vWF/LMW) besitzen nur sehr geringe Piattchenagglutination. 

Diese Situation kann dadurch verdeutlicht werden, daB durch die 
sehr kurze vWF-Kette es zu keiner stabilen Verbindung mehrerer 
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Pl^t;t;chen kommt:- Demgegenuber konnen hochmolekulare (lange) vWF- 
Multimere mehrere Platt:chen miteinander stabil verbinden. 

Es wurde gezeigt, daS sowohl hochmolekularer p-vWF (p-vWF/KMW) 
als auch hochmolekularer r-vWF (r-vWF/HMW) in konzentrationsab- 
hangiger Weise an Piattrchen binden und eine htthere spezifische 
Piattchenagglutinationsaktivitat auf weisen als niedermolekulare 
vWF-Multimere . 

Der erf indungsgemaBe stabile Faktor VIII/vWF-Komplex besitzt da- 
her eine spezifische vWF-PlattchenagglutinationsaktivitSt von 
mindestens 50 U/mg vWF:Ag. 

Im Plasma kommt Faktor VIII/vWF im Komplex in einem molaren Ver- 
haltnis von ungefShr 1:50 vor. Es wurde f estgestellt , daB dieses 
Verbal tnis im Plasma notwendig ist, um einen guten Schutz gegen 
proteolytischen Abbau, insbesondere durch Protein C, zu gewahren 
(Vlot et al. (1995), Blood 85:3150-3157). 

GemSfl einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung besitzt 
der erf indungsgemaBe Faktor VIIl/vWF-Komplex ein molares Ver- 
haltnls von Faktor VIII zu vWF zwischen 0,01 und 100. Dies be- 
deutet, daB der Komplex ein Verhaitnis von Faktor VIII-Molekulen 
zu vWF-Molekulen zwischen 1:100 bzw. 100:1 aufweist. Vorzugswei- 
se liegt das molare Verhaitnis von Faktor VIII zu vWF zwischen 
1:30 und 1:70 betragt, besonders bevorzugt bei 1:50, wobei durch 
den hohen Anteil an vWF/HMW im Komplex ein optimales Verhaitnis 
zum Schutz gegen proteolytischen Abbau erhalten wird. 

Erf indungsgemaB wird weiter ein stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex 
zur VerfUgung gestellt, der hochmolekulare plasmatische vWF- 
Multimere mit einer Duplett-Struktur enthalt. 

Es wurde im Rahmen der vorliegenden Erfindung f estgestellt , daB 
aus Plasma Oder Kryoprazipitat ein durch ein chromatographisches 
Verfahren gereinigter Faktor VI II -Komplex erhalten wird, der aus 
vWF-Multimermolekiilen besteht, die eine Duplettstruktur auf wei- 
sen. Dies war insbesondere deshalb uberraschend , da aus Plasma 
Oder Kryoprazipitat gereinigter vWF oder Faktor VIII/vWF-Komplex 
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nur mit einer Triplet:tstruktur der vWF-Multimeren bekannt war. 
Diese Triplet:t:strukturen entstehen durch proteolytischen Abbau 
von vWF-Multimeren und weisen auf eine Instabilitat der vWF- 
Multimere hin. Von Palmer et al. (Thronib- Haemost* 63:392-402 
(1990)) wurde beschrieben, dafi bei der Herstallung von Faktor 
VIII-Konzentrat aus heparinisiertem Plasma und anschlieSender 
V±rusinak1:ivierung das normale Triplettmuster sich ver^ndert:, 
und die IntensitSt der Triplett-Bande mit dem niedrigsten Mole- 
kulargewich-t stark zunimmt^ was auf einen verstSrkten proteoly- 
tischen Abbau der vWF-Multimere hinweist, Im Gegensatz dazu wird 
bei der vorliegenden Erfindung ein Faktor VIII/vWF zur Verfugung 
gestellt, dem dieses vWF-Abbauprodukt vollkommen fehlt und der 
im wesentlichen die 2 Banden des urspriinglichen Tripletts mit 
dem h5heren Molekulargewicht enthSlt. 

GemSiB einer weiteren Aus fUhrungs form der Erfindung wird ein sta- 
biler Faktor VIII/vWF-Komplex zur VerfUgung gestellt, der hoch- 
molekulare rekombinante vWF-Multimere mit einer Singulett-Struk- 
tur enthait- Es wurde durch Multimeranalyse festgestellt, daS 
die vWF-Multimeren von rekombinantem vWF lediglich eine Singu- 
lettbande aufweisen, eine hohe strukturelle Integritat besitzen 
und frei sind von jeglichen proteolytischen vWF-Abbauprodukten, 
Der erf indungsgemaSe Faktor VIII-Komplex, enthaltend hochmoleku- 
lare rekombinante vWF-Moleklile mit einer hohen strukturellen 
Integritat, ist daher sehr stabil und frei von niedermolekularen 
vWF-Multimeren und vWF-Abbauprodukten. 

Der erf indungsgemSfle stabile Faktor VIIl/vWF-Komplex ist vor- 
zugsweise frei von Plasmaproteinen, insbesondere von Plasmapro- 
teasen, und frei von Fibrinogen und Fibronektin. Da Plasmaprote- 
asen und Plasmaproteine, insbesondere aktivierte Plasmaproteine, 
wie Protein C, Faktor Ila oder Faktor IXa, vWF Oder Faktor VIII 
proteolytisch degradieren und der erf indungsgem^Be Komplex frei 
von Plasmaproteinen ist, besitzt er eine erh6hte Stabilitat und 
Integritat der Proteine im Komplex. 

Der erf indungsgemSfle Komplex besitzt gegen proteolytischen Abbau 
eine erhOhte Resistenz, wodurch er beispielsweise bei Raumtempe- 
ratur, fur mindestens 48 Stunden, vorzugsweise fur mindestens 6 
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Tage stabil ist, und in lyophilisierter Form bei 4'C oder Raum- 
temperatzur mehr als 2 Jahre lagerst:abil ist- 

Der erf indungsgemSBe Faktor VIII/vWF-Komplex ist derart stabil, 
daS er als virussicherer Komplex zur Verfugung gestellt warden 
kann. Die Virussicherheit ist durch Verf ahrensschritte zur Be- 
handlung des Komplexes zur Inaktivierung von Viren bzw, Abrei- 
cherung von Viren gewShrleistet: • 

Zur Inaktivierung von Viren eignet sich insbesondere eine Hitze- 
behandlung in Losung bzw. festem, vorzugsweise lyophilisiertem 
Zustand, welche sowohl lipidumhullte als auch nicht-lipidumhull- 
te Viren verl^Blich inaktivieren kann. Beispielsweise wlrd der 
erf indungsgemSBe Komplex gernSB der EP 0 159 311 in festem, nas- 
sen Zustand hitzebehandelt . Andere Verfahren zur Virusinaktivie- 
rung umfassen auch die Behandlung mit Detergenzien Oder chaotro- 
pen Substanzen, beispielsweise gemSB der EP 0 519 901, WO 
94/13329, DE 44 34 538 und EP 0 131 740. 

Gem^B einen weiteren Aspekt der Erfindung wird ein stabiles, vi- 
russicheres Faktor VIII-Komplex-Konzentrat , enthaltend insbeson- 
dere hochmolekulare vWF-Multimere mit hoher struktureller Inte- 
gritat, zur VerfUgung gestellt. Die hochmolekularen vWF-Multime- 
ren bestehen vorzugsweise aus einer Singulett- Oder einer Dup- 
lett-Struktur und sind frei von niedermolekularen vWF-Multimeren 
und proteolytischen Abbauprodukten des vWF. Es hat sich uberra- 
schenderweise gezeigt, daB das erf indungsgemaSe Faktor VIII- 
Komplex-Konzentrat derart stabil ist, daS eine Behandlung zur 
Virusinaktivierung, wie etwa oben beschrieben, die Stabilitat 
der Proteine, insbesondere der hochmolekularen vWF-Multimere im 
Komplex nur unwesentlich beeintrSchtigt und daS dadurch die spe- 
zifische AktivitSt von Faktor VIII :C und vWF-Ristocetin-Aktivi- 
tat im Faktor VIII-Komplex oder Faktor VIII-/Komplex-Konzentrat 
bei einem Virusinaktivierungsschritt nur bis zu maximal 10% her- 
abgesetzt ist. Bei bisher bekannten Faktor VIII-Komplex-Konzen- 
traten war bei der Virusinaktivierung mit einem Verlust der 
Aktivitat zwischen 20 und 30 % zu rechnen. Der erf indungsgemafle 
Faktor VIII/vWF-Komplex zeigte im Neoantigentest keine Verande- 
rungen der Antigenstruktur nach dem Virusinaktivierungsschritt, 
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was die Stabilitat der Proteine im Komplex bestatigt, Aufgrund 
der hohen Stabilitat der hochmolekularen vWF-Multimeren ist auch 
eine hohe spezifische Piattchenagglu-tinationsaktiivitat von min- 
destens 50 U/mg vWF:Ag im erf indungsgemafien Fakt:or VlII-Komplex- 
Konzentrat gewahrleistet . 

Gemafi einer besonderen Ausf Uhrungsf orm enthait das erf indungsge- 
mSBe stabile, virussichere Faktor VIII-Komplex-Konzentrat Faktor 
VIII und vwF in einem moLaren VerhSltnis von Faktor VIII zu vWF 
zwischen 0,01 und 100, vorzugsweise zwischen 0,05 und 1. Das 
Faktor VlII-Komplex-Konzentrat ist insbesondere frei von Plasma- 
proteinen, insbesondere von Plasmaproteasen, und frei von mikro- 
biologischen und molekularbiologischen Pathogenen, 

2ur Verbesserung der Stabilitat von gereinigten Proteinen werden 
gew6hnlicherweise Stabilisatoren, wie etwa Albumin, zugesetzt, 
Dabei wird jedoch durch die Zugabe des Fremdproteins die spezi- 
fische Aktivitat des gereinigten Proteins herabgesetzt . vWF ist 
ein naturlicher Bestandteil des Faktor VIII-Komplexes . Es wurde 
gefunden, daS durch Zugabe von hochmolekularen vWF-Multimeren 
(vWF/HMW) 2u einer gereinigten Faktor VIII-Fraktion aus Plasma 
Oder aus rekombinanten Zellkulturen die Stabilitat von Faktor 
VIII erhOht wird. Ebenso wurde gefunden, daB durch Zugabe von 
vWF/HMW zu einem gereinigten Faktor VIII-Komplex die Stabilitat 
des Komplexes verbessert werden kann, Auf den Zusatz von tibli- 
cherweise verwendeten Stabilisatoren kann daher verzichtet wer- 
den. In Ausnahmef alien kann gegebenenf alls auch wahrend der Ge- 
winnung ein Proteaseinhibitor zugesetzt werden, urn die intakte 
Struktur, insbesondere der vWF/HMW zu erhalten. 

Erf indungsgemaB wird weiter eine pharmazeutische Zusammenset- 
zung, enthaltend einen erf indungsgemaflen stabilen Faktor 
VIII/vWF-Komplex oder ein erf indungsgemafles virussicheres , sta- 
biles Faktor VIII-Komplex-Konzentrat , zur Verfugung gestellt. 

In einer besonderen Ausf Uhrungsf orm enthalt die pharmazeutische 
Zusammensetzung einen physiologisch akzeptablen Trager oder Puf- 
fer. Die Formulierung der erf indungsgemaflen pharmazeutischen 
Praparation kann in an sich bekannter und Ublicher Weise erfol- 
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gen, z.B. mit Hilfe von Salzen und gegebenenf alls AminosSuren, 
aber auch in Gegenwarl: von Tensiden vorgenommen werden. Aufgrund 
der oben beschriebenen hohen Stabilitat des Komplexes kann auf 
die ublicherweise verwendeten Stabilisatoren oder Prot:ease-Inhi- 
bitoren in der pharmazeutischen Zusammensetzung gegebenenf alls 
auch verzichtet werden. 

Der erf indungsgem^Be stabile Faktor VIII/vWF-Komplex wird vor- 
zugsweise als hochreines Produkt erhalten, welches durch chroma- 
tographische Reinigungsverf ahren erhalten wird. Die chromatogra- 
phische Reinigung erfolgt insbesondere durch lonenaustauschchro- 
matographie und/oder Af f initatschromatographie. Dafiir konnen 
u,a. Materialien zum Anionenaustausch, wie synthetische TrSger- 
materialien Oder Tr&ger auf Kohlehydrat:basis, mit: Liganden, wie 
DEAE, TMAE-, QAE-, Oder Aminoalkylgruppen herangezogen wer- 

den, bzw, fur die Aff initatschromatographie TrSger mit immobili- 
sierten Substanzen, die eine spezifische Affinitcit fUr vWF auf- 
weisen. Geeignete Af f initatsmaterialien enthalten beispielsweise 
Heparin* 

Gem^Q einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird da- 
her ein Verfahren zur Gewinnung von stabilem Faktor VIII/vWF- 
Komplex zur VerfUgung gestellt. Dabei wird Faktor VIII/vWF-Kom- 
plex aus einer Proteinlttsung bei einer niedrigen Salzkonzentra- 
tion an einen Af f initatstrSger , vorzugsweise einen Heparin-Af f i- 
nitatstrSger , gebunden und stabiler Faktor VIIl/vWF-Komplex bei 
einer hohen Salzkonzentration gewonnen. Der Komplex wird dabei 
vorzugsweise an immobilisiertes Heparin bei einer Salzkonzentra- 
tion von s 150 mM gebunden und bei einer Salzkonzentration von 
> 200 mM und < 300 mM eluiert. In einer besonders bevorzugten 
AusfUhrungsf orm der vorliegenden Erfindung wird Faktor VIII/vWF- 
Komplex in einem CaClj-freien Puffersystem durchgef uhrt . Auf 
diese Weise lessen sich Faktor VIII/vWF-Komplexe, enthaltend 
niedermolekulare vWF-Molekule bzw. hochmolekulare vWF-Molekule, 
selektiv voneinander trennen und Faktor VIlI/vWF-Komplex , ent- 
haltend insbesondere hochmolekulare vWF-Molekvile, kann bei einer 
httheren Salzkonzentration gewonnen werden. Fur die Elution sind 
lOsliche ein- und zweiwertige Salze verwendbar, Vorzugsweise 
wird NaCl verwendet. Calciumsalze sind fiir die Elution nicht 
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geeignet • 

Das erf IndungsgemSfle Verfahren wird vorzugsweise an einer Hepa- 
rin-Af f initatschromatographie-saule durchgef Uhrl: • Fiir die Affi- 
nitatschromatographie kann jeder TrSger, an den Heparin gebunden 
warden kann, verwendet warden. Als gut geeignet erwiesen sich 
zum Beispiel AF-Heparin Toyopearl® ( ein synthetisches, gro8pori- 
ges, hydrophiles Polymer auf der Basis von Methacrylat) 
(Tosohaas), Heparin EMD Fraktogel® (ein synthetisches, hydrophi- 
les Polymer auf der Basis von Ethylenglykol , Methacrylat und 
Dimethylacrylat ) (Merck) Oder Heparin Sepharose Fast Flow® (ent- 
haltend nattirliche Dextran-bzw. Agarosederivate ) (Pharmacia), 

Im erf indungsgem^Ben Verfahren wird als Puffersystem eine Puf- 
ferl5sung bestehend aus Puf f ersubstahzen, insbesondere Tris/HCl, 
Phosphatpuf f er oder Citratpuf f er , und gegebenenf alls Salz ver- 
wendet, die vorzugsweise frei von Stabilisatoren, AminosSuren 
Oder anderen Zusatzen ist. 

Die Af f initatschromatographie wird vorzugsweise in einem pH-Be- 
reich von 6,0 bis 8,5, vorzugsweise bei einem pH-Wert von 7,4 
durchgef lihrt • 

Belm erf indungsgem^Ben Verfahren wird eine Proteinldsung, ent- 
haltend Faktor VIII/vWF-Komplex, wie etwa eine Plasmaf raktion, 
ein Kryoprazipitat Oder ein zellfreier Kulturiiberstand von 
transf ormierten Zellen, eingesetzt* Die L6sung kann auch eine 
angereicherte Proteinfraktion eines chromatographischen Ver- 
fahrens sein. 

Nach dem erf indungsgemMflen Verfahren zur Gewinnung des Faktor 
VIII/vWF-Komplexes laBt sich auf effiziente und einfache Weise 
ein Faktor VIII/vWF-Komplex, im wesentlichen enthaltend hoch- 
molekulare vWF-Multimere, erhalten. Nach diesem Verfahren ISBt 
sich deshalb ein physiologisch besonders aktiver Faktor VIII/ 
vWF-Komplex mit guten Ausbeuten und in hoher Reinheit herstel- 
len, Der so gewonnene Faktor VIII/vWF-Komplex zeichnet sich ins- 
besondere durch eine spezifische AktivitSt von Faktor VIII :C von 
mindestens 50 U/mg Faktor VIII :Ag und eine spezifische vWF- 
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Pl^ttchenagglutinationsaktivitat von mindestens 50 U/mg vWF aus 
und ist insbesondere frei von niedermolekularen vWF-Multimeren 
und vWF- Abbauprodukten . 

GemaS einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird ein 
Verfahren zur Gewinnung von stabilem Faktor VIII/vWF-Komplex zur 
Verfligung gestellt, bei dem Faktor VIII/vWF-Komplex aus einer 
unreinen ProteinlOsung an einen Anionenaustauscher gebunden und 
kontaminierende Piasmapro'ceine bei einer Salzkonzentration von 
< 200 mM in Anwesenheit von Calciumsalz selektiv eluiert werden. 
AnschlieBend wird Faktor VIII/vWF-Komplex vom Anionenaustauscher 
mit einer Salzkonzentration zwischen < 200 und < 400 mM erhal- 
ten. Dabei wird ein Faktor VIII/vWF-Komplex, im wesentlichen 
enthaltend hochmolekulare vWF-Muitimere, gewonnen. 

Zur Durchfiihrung des erf indungsgem^Ben Verfahrens kann als un- 
reine Proteinlttsung, enthaltend Faktor VIII/vWF-Komplex, z.B. 
eine Plasmaf raktion, ein KryoprSzipitat oder ein zellfreier 
Kulturuberstand von trans formierten Zellen eingesetzt werden. 

Die durch die Calciumsalze entfernten kontaminierenden Proteine 
sind insbesondere Plasmaproteine, darunter Vitamin K-abhangige 
Faktoren, wie z.B. Faktor II, Faktor IX, Protein C, Protein S, 
Plasmaproteasen wie Plasminogen, Fibronektin oder Fibrinogen. 
Das Entfernen der unspezif ischen Proteine erfolgt insbesondere 
mit CaClj als Calciumsalz im Elutionsmittel in einer Konzentra- 
tion zwischen 1 mM und 15 mM, vorzugsweise von 10 mM. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde gefunden, daB das 
bisher eingesetzte Verfahren der Aluminiumhydroxid-Behandiung 
zur Abtrennung von Vitamin K-abhangigen Proteinen, Fibrinogen 
Oder Fibronektin nicht ausreichend ist, um diese Proteine voll- 
st^ndig zu entfernen. Durch die Elution in Anwesenheit von Cal- 
ciumchlorid wurde jedoch gewahrleistet , daB diese Plasmaproteine 
im wesentlichen eliminiert werden und ein Plasmaprotein-f reier 
Faktor VIII/vWF-Komplex gewonnen wird. 

Die Anionenaustauschchromatographie wird vorzugsweise in einem 
pH-Bereich von 6,0 bis 8,5, vorzugsweise bei einem pH-Wert von 
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7,4, vorgenommen . 

Die Elution des bei der Anionenaustauschchromatographie an den 
Anionenaustrauscher gebundenen Faktor VIII/vWF-Komplexes erfolgt 
vorzugsweise durch Erhtihung der Salzkonzentration. 

Als Anionenaustauscher wird vorzugsweise ein Anionenaustauscher 
vom quaternSren Aminotyp, insbesondere ein Fraktogel mit Tenta* 
kelstrruktur und insbesondere EMD-TMAE-Frakt:ogel verwendet, 

Vorzugsweise wird Faktor VIII/vWF-Komplex an den Anionenaustau- 
scher bei einer Salzkonzentration von < 200 mM gebunden und bei 
einer Salzkonzentration von > 270 mM, vorzugsweise bei > 350 mM, 
Faktor VIII/vWF-Komplex, im wesentlichen enthaltend vWF/HMW, 
eluiert. Als Salze sind losliche ein- und zweiwertige Salze ein- 
setzbar, wobei NaCl bevorzugt ist. 

Vorzugsweise wird der durch die Anionenaustauschchromatographie 
gereinigte Faktor VIII-Komplex weiterhin durch eine Affinitats- 
chromatographie, vorzugsweise an immobilisertem Heparin, in 
einer Puf f erl5sung, bestehend aus Puf f ersubstanzen und gegebe- 
nenfalls Salz, chromatographisch gereinigt. 

In einer besonderen AusfUhrungsf orm des erf indungsgemaSen Ver- 
£ahrens wird zuerst eine aus Kryoprazipitat gewonnene Faktor 
VIII/vWF-Komplex-haltige Fraktion an einen Anionenaustauscher 
gebunden und nach Abtrennen der Begleitproteine, insbesondere 
der Plasmaproteine, in angereicherter Form Faktor VIII/vWF-Kom- 
plex, enthaltend im wesentlichen hochmolekulare vWF-Multimere, 
eluiert. In einem weiteren Reinigungsschritt wird das Faktor 
VIII/vWF-Komplex-haltige Eluat mit einem Af f initatstrager mit 
kovalent gebundenem Heparin in Kontakt gebracht, wobei der Kom- 
plex an den TrSger bindet. Nach Entfernen von Fremdsubstanzen 
und Fremdproteinen durch ein geeignetes Elutionsmittel wird der 
Faktor VIII-Komplex vom Aff initatstrager mittels einem ein- oder 
zweiwertigen Salz, vorzugsweise NaCl, in einem Puffersystem 
eluiert . 

In einer weiteren besonderen AusfUhrungsf orm erfolgt die Durch- 
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fiihrung des Verfahrens tnit aus rekombinant:en Zellen gewonnenem 
Fakt:or VIII/vWF-Komplex . Dazu kann ein zellfreier KulturUber- 
stand von Zellen, die Faktor VIII und vWF koexprimieren, Oder 
von kokultivierten Zellen, die mit Faktor VIII einerseits und 
mit vWF andererseits trans formiert sind, verwendet werden. 

Durch das erf indungsgemSSe Verfahren zur Gewinnung eines hoch- 
reinen stabilen Faktor VIII-Komplexes lafit sich auf einfache und 
effiziente Weise ein hochreiner Faktor VIII/vWF-Komplex, der 
frei ist von AntikOrpern, frei von Plasmaproteinen, physiolo- 
gisch aktiv und frei von mikrobiologisch und molekularbiologi- 
schen Pathogenen ist, erhalten. 

Der aus Plasma oder aus rekombinanten Zellen gewonnene Faktor 
VIII/vWF-Komplex enthMlt gemaB der vorliegenden Erfindung ins- 
besondere hochmolekulare vWF-Multimere, und ist frei von nieder- 
molekularen vWF-Molekulen und vWF- Abbauprodukten . Wird der Fak- 
tor VIII/vWF-Komplex aus Plasma Oder Kryoprazipitat gewonnen, so 
bestehen die vWF/HMW insbesondere aus Duplettstrukturen mit ho- 
her Stabiliat, Aus rekombinanten Zellen gewonnener Faktor VIII/ 
vWF-Komplex enth^lt hochmolekulare vWF-Molekvile mit einer Singu- 
lettstruktur, hoher Stabilitat und struktureller Integritat. 

Mittels definlerter Chromatographieschritte ist es daher gemSB 
der vorliegenden Erfindung moglich, FVIII/vWF, frei von anderen 
Gerinnungsf aktoren und weiteren Plasma-Proteasen, zu gewinnen. 
Dies wirkt sich insbesondere auf die Reinheit und StabilitSt des 
Praparates gUnstig aus. Der erf indungsgem^S erhaltene Faktor 
VIII/vWF-Komplex liegt daher in einer besonders reinen Form vor. 
Die Reinheit des Komplexes ist vorzugsweise mindestens 90%, be- 
sonders bevorzugt 95%. 

Dadurch, daS der gewonnene Faktor VIII/vWF-Komplex durch den 
hohen Gehalt an hochmolekularen vWF-Multimeren und die Abwesen- 
heit von niedermolekularen Multimeren, vWF- Abbauprodukten, 
Fremdproteinen, wie z.B. Plasmaproteinen, besonders stabil ist, 
ist es nicht unbedingt erforderlich, Stabilisatoren zum gerei- 
nigten Produkt zuzugeben. Dadurch wird die spezif ische Aktivi^t 
des reinen Frodukts z.B. bei der Formulierung der pharmazeuti- 
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schen Zusanunensetzung, nicht herabgesetzt und es wlrd vermieden, 
daB durch die Zugabe von Fremdproteinen gegebenenf alls Verunrei- 
nigungen oder infekt:±5se Partikel in das Produkt eingebracht 
werden* 

In einem weiteren Aspekt der Erfindung wird ein Verfahren zur 
Herstellung eines stabilen Faktor VIII/vWF-Komplexes zur Verfu- 
gung gestellt. Dabei wird einem Uber ein chromatographisches 
Verfahren gereinig-ten Faktor VIII oder Faktor VIII-Koraplex eine 
gereinigte hochmolekulare Fraktion von vWF-Molekiilen zugesetzt, 
wodurch ein Faktor VIII/vWF-Komplex mit einem molaren Verhaltnis 
von Faktor VIII zu vWF/HMW zwischen 0,01 (entspricht 1 Faktor 
VIII: 100 vWF) und 100 (entspricht 100 Faktor VIII :1 vWF), vor- 
zugsweise zwischen 0,03 (1:30) und 0,07 (1:70), besonders bevor- 
zugt von 0,05 (1:50) erhalten wird* 

Der Uber ein chroraatographisches Verfahren gereinigte Faktor 
VIII Oder Faktor VIII-Komplex kann dabei aus einer Plasmafrak- 
tion, einem KryoprSzipitat oder aus einem zellfreien Zellkultur- 
iiberstand von transformierten Zellen stammen. 

Die fur das Verfahren zur Herstellung des stabilen Komplexes 
eingesetzte hochmolekulare Fraktion von vWF-Molekiilen kann so- 
wohl aus Plasma, einer Plasmaf raktion, einem KryoprSzipitat oder 
einem zellfreien KulturiAberstand von transformierten Zellen 
stammen. Die gereinigte hochmolekulare Fraktion von vWF-Moleku- 
len enthait vorzugsweise eine spezifische Piattchenagglutina- 
tionsaktivtMt von mindestens 50 U/mg vWFzAg, besonders bevorzugt 
von mindestens 80 U/mg vWF:Ag. 

Zur Herstellung des stabilen Faktor VI I I -Komplexes wird eine ge- 
reinigte Fraktion, enthaltend Faktor VIII oder Faktor VIII/vWF- 
Komplex, mit einer gereinigten hochmolekularen Fraktion von vWF- 
Molekulen in einem gewlinschten molaren Verhaltnis gemischt. Dazu 
wird in den jeweiligen Fraktionen der Gehalt an vWF, Faktor 
VIII, die Faktor VIII-Aktivitat und spezifische vWF-Aktivitat 
bestimmt und durch Zugabe der entsprechende Menge an vWF/HMW das 
gewunschte Mischungsverh^ltnis eingestellt. Vorzugsweise erfolgt 
die Mischung derart, daB ein Faktor VIII /vWF-Komplex entsteht, 
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der ein molares VerhSltnis von Faktor VIII zu vWF zwischen 1:100 
und 100:1, vorzugsweise von 1:50 aufweist. 

GemaS der vorliegenden Erfindung kann jedoch auch ein Faktor 
VIII/vWF-Komplex hergestellt werden, der ein bestrimmtes Verh^lt- 
nis von spezifischer Faktor VIII : C-AktivitS.t zu spezifischer 
vWF-Pl&ttchenagglutinationsaktivitat aufweist . Besonders bevor- 
zugt ist dabei ein Komplex, der ein VerhSltnis der spezifischen 
Aktivitaten von 1:1 aufweist. Das gev,"unschte MischungsverhSltnis 
herzustellen, liegt dabei im allgemeinen Wissensstand eines 
Fachmannes . 

Der gemSB der vorliegenden Erfindung zur Verfiigung gestellte 
stabile virussichere Faktor VIII-Komplex sowie das Faktor VIII- 
Komplex-Konzentrat kdnnen sowohl fur die Behandlung von Hamophi- 
lie A als auch zur Behandlung des von Willebrand-Syndroms einge- 
setzt werden. Da das erf indungsgemSBe Faktor VIII-Komplex-Pra- 
parat im wesentlichen hochmolekulare vWF-Molekiile enthSLlt, eig- 
net es sich insbesondere fvir die Behandlung von vWD Typ II. 

Aufgrund des hohen Anteils von hochmolekularen vWF-Multimeren 
besitzt der erf indungsgemSBe Komplex auch eine sehr gute Pharmo- 
kinetik, da die vWF/HWM eine hGhere spezifische PlSttchenagglu- 
tination und Stabilitat in vitro und in vivo besitzen und sowohl 
in vitro als auch in vivo Faktor VIII stabilisieren, Durch die 
Stabilit^t und strukturelle Integrit^t der vWF-Multimere im Kom- 
plex ist eine verbesserte Halbwertszeit des vWF und insbesondere 
auch von Faktor VIII gegeben, wodurch gegebenenf alls die Inter- 
valle einer Verabreichung des erf indungsgemSBen pharraazeutischen 
PrSparates reduziert werden k6nnen, Damit wird insbesondere das 
Auftreten von inhibitorischen Antikorpern gegen Faktor VIII bei 
Hamophilie A-Patienten, z.B. durch hSufige Gaben von Faktor 
VI I I -Konzentraten , verhindert . 

Die Erfindung wird anhand der nachf olgenden Beispiele sowie der 
Zeichnungsf iguren nSher erlSutert, wobei sie jedoch nicht auf 
diese beschr^nkt ist. 



Es zeigen: 
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Figur 1: SDS-PAGE-Analyse des vWF-Muitimermusters der einzelnen 
Fraktionen vor und nach Anionenaustauschchromatographie. 

Figur 2: Nachweis von Faktor II in einzelnen Fraktionen vor und 
nach Anionenaustauschchromatographie und nach Entfernen von 
Faktor II durch Calciumchlorid-Elution . 

Figur 3: Nachweis von Protein S in einzelnen Fraktionen vor und 
nach Anionenaustauschchromatographie und nach Entfernen von 
Protein S durch Calciumchlorid-Elution, 

Figur 4: Nachweis von Faktor IX in einzelnen Fraktionen vor und 
nach Anionenaustauschchromatographie und Entfernen von Faktor IX 
durch Calciumchlorid-Elution. 

Figur 5: Nachweis von Plasminogen in einzelnen Fraktionen vor 
und nach Anionenaustauschchromatographie und Entfernen von 
Plasminogen durch vorangegangene Lysin-Sepharose. 

Figur 6: SDS-PAGE-Analyse des vWF-Multimermusters der einzelnen 
Fraktionen vor und nach Heparin-Af f initStschromatographie. 

Figur 7: Multimeranalyse von p-vWF und r-vWF vor und nach Hepa- 
rin-Af f initatschromatographie, 

Figur 8: Vergleich der Bindung von r-vWF/HMW und p-vWF/HMW an 
Piattchen und graphische Darstellung der zugegebenen Menge an 
vWF und Piattchen-gebundener Menge an vWF. 

Figur 9: Bindung von p-vWF/HMW und r-vWF/HMW an PlSittchen und 
Multimeranalyse • 

Beispiel 1: 

Reinigting von Faktor VIII/vWF*Komplex durch Anionenaustausch- 
chromatographie 

10 g Kryoprazipitat wurden mit 70 ml Na-Acetat, pH 7,0, 160 mM 
NaCl und 50 U/ml Heparin bei 30 '^C fur 10 min gelost und bis zum 
vollstSkndigen Auslosen bei Rauratemperatur fur weitere 30 min in- 
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kubiert. Die Ldsung wurde auf 15 abgekuhlt und bis zur Entfer- 
nung ungelOster Best:andt:eile zentrif ugiert: und der Uberstand mit 
Aluminiumhydroxidgel behandelt. Die Losung wurde an einen Frac- 
togel-EMD-TMAE-Anionenaustauscher gebunden und zur Eatfernung 
von Fremdproteinen der Anionenaustauscher mit 180 mM NaCl und 
200 mM NaCl gewaschen, vWF und FVIII wurden als Komplex an- 
schlieBend mit 400 mM NaCl eluiert. Die Faktor VIII :C- und vWF: 
RistoCoF-Aktivitat des Ausgangsmaterials und der einzelnen Frak- 
tionen wurden bestimmt und sind in Tabelle 1 zusammengef aSt . 

Tabelle 1: Faktor VIII :C und vWFrRistoCoF-Aktivitat des Alumi- 
niiimhydroxid-Oberstandes und der Fraktionen der Anlonenaus- 
tauschchromatographie 



Probe 


Vo lumen 


vWF: RistCoF 


FVIIItC 




(ml) 


(mU/ml) 


(mU/ml) 


Alu -Uberstand 


147 


1060 


2970 


180 mM Eluat 


254 






200 mM Eluat 


210 






400 mM Eluat 


132 


1590 


2890 



Durch die Anionenaustauschchromatographie konnte Faktor VIII/ 
vWF-Komplex mit einer erhtthten vWFrRistoCoF-Aktivit^t erhalten 
werden. Zur Untersuchung des vWF-Polymermusters wurden die ein- 
zelnen Fraktionen der Anionenaustauschchromatographie Uber SDS- 
PAGE (Laemmli (1970), Nature 227:680-685) analysiert ( Figur 1 
B)^ Das Polymermuster des vWF im gereinigten Faktor VIII/vWF- 
Komplex zeigt ein identes Bandenmuster und damit die gleiche 
vWF-Polymerzusammensetzung wie im Kryoprazipitat . Die Reinigung 
ftihrte daher nicht zu einem proteolytischen Abbau von hochmole- 
kularen vWF-Multimeren im Komplex. 

Beispiel 2: 

Entfemen von Vl-tamin K-abh^ngigen Proteinen und Gewinnung von 
hochreinem Faktor VIII/vWF-Komplex 



Ziel der Untersuchungen war es, einen FVII I /vWF~Komplex zu ge- 
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winnen^ frei von Proteasen und anderen Gerinnungsf aktoren. Wie 
in Beispiel 1 beschrieben, wurde aufgel6stes Kryopr^zipitat mit 
Aluminium-Hydroxld behandelt, und anschlieBend durch Anionen- 
Austauschchroinatographie gereinigt, 2um Entfernen von nicht Fak- 
tor VIII/vWF-Komplex-spezif ischen Proteinen wurden bei der Elu- 
tion mit 180 mM NaCl 10 mM CaCl ^ zugesetzt. Die Faktor VIII :C- 
und vWF: RistoCoF-Aktivitat des Ausgangsmaterials und der einzel- 
nen Fraktionen wurden bestimmt und sind in Tabelle 2 zusammen- 
gef a6t- 

Tabelle 2 : Faktor VIII :C- und vWF;RistoCoF-Aktivitat des Aus- 
gangsmaterials und der einzelnen Fraktionen der Anionenaus- 
tauschchromatographie 



Probe 


Volumen 


vWF;RistCoF 


FVIII :C 




(ml) 


(mU/ml) 


(mU/ml) 


Alu-Uberstand 


146 


1590 


4250 


180 mM Eluat/ 
10 mM CaCl2 


195 






200 mM Eluat 


127 






400 mM Eluat 


83 


2120 


5140 



Die Eluate wurden mittels SDS-PAGE auf ihr vWF-Multimer-Muster 
untersucht ( Figur lA). 

Aus der Mult imer- Analyse geht hervor, daB das 400 mM-Eluat die 
hochmolekularen vWF-Multimere enthSlt, und ausgehend vom Kryo- 
prSzipitat kein Verlust, insbesondere an hochmolekularen vWF- 
Multimeren, auftritt, Durch den Zusatz von CaCl^-Ionen wird nie- 
dermolekularer vWF abgetrennt und ein Faktor VlII-Komplex^ ent- 
haltend einen h5heren Anteil an hochmolekularen vWF-Molekiilen, 
erhalten (Fig. lA). Damit ist gezeigt, daB durch das Reinigungs- 
verfahren ein proteolytischer Abbau der hochmolekularen vWF-Mul- 
timere vermieden wird und durch Zugabe von CaCl^-lonen selektiv 
niedermolekulare vWF-Molekvile, wie etwa Dimere oder Tetramere, 
entfernt werden konnen, wodurch ein Faktor VIII-Komplex, im we- 
sentiichen enthaltend hochmolekulare vWF-Mul timere, gewonnen 
wird . 
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Die einzeinen Reinigungsstruf en, enthaltend Faktor VIII/vWF-Kom- 
plex, wurden auf die Anwesenheit von Vitamin K-abhangigen Pro- 
teinen vor und wShrend der Anionen-Austauschchromatographie ana- 
lysiert. Dazu wurden einzelne Reinigungsstuf en und die einzeinen 
Fraktionen uber ein SDS-PAGE auf getrennt , die Proteine auf eine 
Membran transferiert und mittels Westernblot-Analyse die Vitamin 
K-abhSngigen Proteine detektiert. 

a. Nachweis von Faktor II in den einzeinen Reinigiingsstufen 

Zum Nachweis von Faktor II in den einzeinen Fraktionen wurde 
polyklonales Serum gegen Faktor II (Assera Faktor II, Stago) als 
1. Antiktirper eingesetzt und mit alkalischer Phosphatase konju- 
giertem polyklonalen Ziegen-anti-Kaninchen-IgG-HRP-Konjugat (Fa. 
Bio-Rad) als 2. Antik6rper und anschlieBendem chromogenen Test 
detektiert • 

Aus der Figur 2 ist ersichtlich, dafl Kryoprazipitat Faktor II 
enthMlt, Dieser wird trotz vorangegangener Aluminiumhydroxid- 
F^llung als Verunreinigung bei 400 mM NaCl ( zusammen mit FVIII/ 
vWF) vom Anionenaustauscher eluiert (Spur E), Faktor II kann 
jedoch durch 10 mM CaCl^ selektiv eluiert werden (Spur F), und 
vWF/FVIII bei nachf olgender Elution mit 400 mM NaCl frei von 
Faktor II gewonnen werden (Spur G). 

b. Nachweis von Protein S in den einzeinen Reinigungsstuf en 

Zum Nachweis von Protein S in den Reinigungsstuf en wurde poly- 
klonales Kaninchen-anti-Protein S-Serum (Assera Protein S, 
Stago) als 1. Antikdrper eingesetzt und mit Ziegen-anti-Kanin- 
chen-IgG-HRP-Konjugat (Fa. Bio-Rad) als 2. Antikorper und an- 
schlieBendem chromogenen Test detektiert. 

Figur 3 zeigt den Nachweis von Protein S in einzeinen Reini- 
gungsstufen vor und nach der Anionenaustauschchromatographie und 
nach Entfernen von Protein S durch Calciumchlorid-Elution. 

Aus der Figur 3 ist ersichtlich, daB Protein S aus Kryoprazipi- 
tat trotz vorheriger Aluminiumhydroxid-Fallung als Verunreini- 
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gung bei 400 mM NaCl ( zusammen mit FVIII/vWF) vom Anionenaus-tau- 
scher eluiert (Spur E). Protein S kann jedoch durch 10 tnM CaClg 
selektlv eluiert werden (Spur F), und FVIII/vWF bei nachfolgen- 
der Elution mit 400 mM NaCl frei von Protein S gewonnen warden 
(Spur G) . 

c, Nachwels von Faktor XX in den einzelnen Heinigungsstu£en 

Zum Nachweis von Faktor IX in den Reinigungsstuf en wurde poly- 
klonales Kaninchen-anti-Faktor IX-Serum (Assera Faktor XI, 
Stago) als 1. Antikorper eingesetzt und mit Ziegen-anti-Kanin- 
chen-IgG-HRP-KonJugat (Fa, Bio-Rad) als 2. Antik5rper und an- 
schlieBendem chromogenen Test detektiert. 

Figur 4 zeigt den Nachweis von Faktor IX in einzelnen Reini- 
gungsstufen vor und nach der Anionenaustauschchromatographie und 
selektivem Entfernen von Faktor IX durch Calciumchlorid, 

Aus der Figur 4 ist ersichtlich, daB Faktor IX trotz vorheriger 
Aluminiumhydroxid-Failung als Verunreinigung bei 400 mM NaCl 
(zusammen mit Faktor VIII-Komplex ) vom Anionenaustauscher elu- 
iert. Durch Zugabe von 10 CaClg wird Faktor IX jedoch selek- 
tiv eluiert (Spur D) und FVIII/vWF bei nachfolgender Elution mit 
400 mM NaCl frei von Faktor IX gewonnen (Spur E), 

Beispiel 3: 

Entfernen von Plasniaproteasen und Gewinnung von hochreinem 
Faktor VIII/vWF-Komplex 

Ziel der Untersuchungen war es, ein vWF/FVIII-Praparat zu gewin- 
nen, frei von Proteasen und anderen Gerinnungsf aktoren. Eine we- 
sentliche Verunreinigung des Kryopr^zipitates stellt die Prote- 
ase Plasminogen dar, Diese findet sich auch im FVIII/vWF-Eluat 
(400 mM Eluat) wieder. 

Zur Entfernung von Plasminogen wurde KryoprSzipitat , wie oben 
beschrieben, aufgelGst und mit Aluminiumhydroxidgel behandelt. 
AnschlieBend wurde der Alu-Uberstand durch ein Lysin-Sepharose- 
gei filtriert, und davon direkt auf den Anionenaustauscher 
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Probe 


Vo lumen 


vWF : Ag 


vWF :RistCoF 


FVIII :C 




(ml) 


ifig/ml) 


(mU/ml) 


(mU/ml) 


Alu -Ubers t and 


75 


55 


1700 


5260 


180 mM Eluat/ 
10 mM CaCl2 


64 


21 






200 mM Eluat 


33 


1 






400 mM Eluat 


29 


137 


4250 


9500 



Tabelle 4 B: Faktor VIII :C- und vWFrRistoCoF-Aktivitat des 
Ausgangsma-terlals und der einzelnen Fraktionen vor und nach 
Hepar±n-Af f inltatschromatogr-aphie 



Probe 


Vo lumen 


vWF : Ag 


vWF:RistCoF 


FVIII :C 




(ml) 


(;ig/ml) 


(mU/ml) 


(mU/ml) 


Ausgangsmaterial 


104 


42 


850 


2630 


16 0 mM Eluat 


42 


11 


43 


650 


300 mM Eluat 


28 


92 


2550 


5840 



Die Eluate der Heparin-Af f initStschromatographie wurden auf vWF- 
Polymerzusammensetzung untersucht ( Figur 6 ) . 

Aus der Figur 6 ist ersichtlich, dafl der hochmolekulare Anteil 
des vWF in der 300 mM NaCl-Fraktion erhalten wird. Diese Frak- 
tion besitzt auch die h^ichste Faktor VIII:C- und vWF-Ristocetin- 
Cofaktoraktivitat (Tabelle 4 B). 

Aus der Summe der Ergebnisse ist klar erkennbar, daB sich durch 
die Kombination aus Anionenaustauschchromatographie und Heparin- 
Af f initatschromatographie sowohl vWF, FVIII, als auch deren Kom- 
plex aus KryoprSzipitat isolieren und reinigen lessen. Insbeson- 
dere mittels Heparin-Af f initStschromatographie ist es mOglich, 
niedermolekulare vWF-Multimere und Abbauprodukte des vWF aus 
KryoprSzipitat abzutrennen. 
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Belspiel 5: 

Bestimmung der spezif ischen Ristocetin-CoFaktor-Aktrivitrat von 
gereinigtem vWF oder vWF-Komplex 

Mittels chromatographischer Methoden wurde plasmatischer vWF ( p- 
vWF) aus humanem Kryopr^zipitat und rekombinanter vWF (irvWF) aus 
dem Fermentationsliberstand rekombinanter CH0-2ellen isoliert und 
gemaS Beispiel 2 gereinigt. Durch Heparin-Af f initat:schromatogra- 
phie und Eluticn niit: unterschiedlichen Salzkonzentrationen wur- 
den Fraktionen mit: unterschiedlichem Polyinerisationsgrad an vWF 
isoliert: (gem^fi Beispiel 4). Insgesamt: wurden fur p-vWF- und 
r-vWF-Fraktionen mit low-molecular-weight vWF (vWF/LMW) bei 120 
mM NaCl, mit medium molecular weight (vWF/MMW) bei 230 mM NaCl 
und high molecular weight (vWF/HMW) bei 300 mM NaCl erhalten. 
Diese Fraktionen wurden auf ihren Gehalt an vWF:Ag mittels ELISA 
(Asserachrom vWF®, Boehringer Mannheim), an Ristocetin-Cof actor- 
Aktivlt^t (vWF Reagenz, Behringwerke ) , ihre Multimerstruktur 
mittels SDS-PAGE und ihre PlSttchenbindung untersucht, 

Figur 7 zeigt die vWF-Polymeranalyse von plasmatischem vWF und 
rekombinantem vWF. 

Besonders auffSllig ist, da6 vor der Reinigung von plasmatischem 
vWF im Kryop^zipitat die vWF-Dimere, -Tetramere oder -Multimere 
als Triplett-Strukturen vorliegen, Diese Triplett-Strukturen 
sind Abbauprodukte von vWF-Mul timer en und sind auf im Plasma 
vorkommende Protease zuruckzuf iihren. Nach der Reinigung sind 
insbesondere bei der vWF-MMW und vWF-HMW-Fraktionen nur noch 
Multimere mit Duplett-Strukturen zu erkennen. Durch das chroma- 
tographische Verfahren werden so vWF-Multimere mit ver^nderter 
Zusammensetzung und Struktur im Vergleich zu im Plasma vorkom- 
menden vWF-MolekUlen erhalten, was auf eine Abreicherung von 
Proteasen und niedermolekularen vWF-Abbauprodukten zuruckzufuh- 
ren ist. 

Gegeniiber plasmatischen vWF-Multimeren ist bei rekombinantem vWF 
deutiich das Vorkommen nur einer Singulett-Bande in den vWF-Mul- 
timeren zu erkennen. Die rekombinanten vWF-Multimer-Molekiile 
weisen eine hohe strukturelle Integritat auf und enthalten keine 
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proteolytischen Abbauprodukte, im Vergleich zu den aus der Lite- 
ratur bekannten vWF-Triplett-Strukturen des plasmatischen vWF. 

Tabelle 5 und Tabelle 6 zeigen die spezifische Ristocetin-Co- 
factor-Aktivitat ( RistCoF/vWF: Ag ) fiir p-vWF und r-vW* 



Tabelle 5: Spezifische Ristocetin-Cof actor AktivitSt ftir ver- 
schiedene p-vWF-Fraktionen 



Probe 


Spezifische RistCoF-Aktivitat 
(mU RistCoF / vWF:Ag) 


p-vWF/LMW 


3 


p-vWF/MMW 


10 


p-vWF/HMW 


56 



Tabelle 6: Spezifische Ristocetin-Cof actor-AktivitSt fiir ver- 
schiedene r-vWF-Fraktionen 



Probe 


Spezifische RistCoF-Aktivitat 
(mU RistCoF / vWF:Ag) 


r-vWF/LMW 


1 


r-vWF/MMW 


6 


r-vWF/HMW 


41 



Belspiel 6: Bindung von p-vWF und r-vWF an Plfi-ttchen 

In einer weiteren Untersuchung wurde die Bindung von p-vWF und 
r-vWF an PlSttchen untersucht. p-vWF/HMW bzw, r-vWF/HMW wurden 
mit konst:an1:er Konzentration an Piattchen und Ristocetin inku- 
biert* AnschlieBend wurden die Piattchen durch Zentrif ugation 
abgetrennt ( Piattchensediment , gebundener vWF) und ein Uberstand 
(nicht gebundener vWF) erhalten. Im Ausgangsmaterial und im 
Uberstand wurde vWF:Ag und die PlSttchen-gebundene Menge an vWF 
bestimmt, Als Kontrolle wurden idente Inkubationen ohne Ristoce- 
tin durchgef Uhrt . Diese ergaben keine vWF-Piattchenbindungen. 
Das Verhaitnis aus vWF-Konzentration im Inkubationsansatz und 
Piattchen-gebundenem vWF ist in Figur 8 dargestellt und zeigt im 
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direkten Vergleich das Bindungsverhalten von p-vWF/HMW und r- 
vWF/HMW. AnschlleBend an die Inkubationen wurden sowohl die 
UberstSnde (nicht gebundener vWF) als auch vWF im Pl^ttchensedi- 
menl: {gebundener vWF) auf Multimerzusarmnensetzung untrersucht. 
Die Ergebnisse der Multimeranalyse sind in Figur 9 zusammenge- 
stellt , 

Beispxel 7: 

Bestimmung der Stabilitat von gereinigtexn Faktor VIII/vWF- 
Komplex 

Durch Anionenaustausch- bzw. Heparin-Af f iniatschromat:ographie 
erhaltene Fraktionen wurden auf die Stabilitat der vWF-Multimere 
sowie der Faktor VIII-AktivitSt untersucht. Dazu wurden die in 
den einzelnen Reinigungschritten erhaltenen Fraktionen bei 
-20*0, 4'*C und Raumtemperatur fiir eine Zeitdauer bis zu 60 Tagen 
gelagert und jeweils nach 0, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30 und 60 Ta- 
gen Proben einer vWF-Multimeranalyse, einer Faktor VIII :C- und 
vWF-Ristocetin-Cof aktor-Aktivitcitsbestimmung unterzogen . Die 
Eluate der Anionenaustauschchromatographie bzw. Heparin-Af fini- 
tatschromatographie, bei denen durch Lysin-Sepharose die Plasma- 
protease bzw. durch Calciumchlorid-Elution die Vitamin K-abhan- 
gigen Faktoren selektiv entfernt worden waren, zeigten dabei die 
gr5Bte StabilitMt. Das vWF-Multimermuster war in diesen Proben 
auch nach 30 Tagen unver^ndert, wShrend in den Proben, die kei- 
ner Lysin-Sepharose-Chromatographie bzw . Calciumchlorid-Elution 
unterzogen worden waren, abh^ngig von der Zeitdauer ein Auftre- 
ten von proteolytischen vWF-Abbauprodukten zu erkennen war, Ins- 
besondere ist daher fUr die Erhaltung der Stabilitat der hoch- 
molekularen vWF-Multimeren die Entfernung von im Ausgangsmate- 
rial vorhandenen Plasmaproteinen notwendig, da diese die Lager- 
stabilitat stark beeinfluflen bzw. herabsetzen. 

Beispiel 8: 

Erhdhung der StabilitMt des gereinigten Faktor VIXI-Komplexes 
durch Zugabe von gereinigten hochmolekularen vWF-Multimeren 

Zu verschiedenen durch chromatographische Reinigungsschritte 
erhaltenen Faktor VIII- bzw. Faktor VIII/vWF-Komplex-haltigen 
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Fraktlonen wurden unterschiedliche Mengen an gerelnigtem p-vWF/ 
HMW Oder r-vWF/HMW zugegeben, die Mischungen bei 4"C und Raum* 
tsemperatur uber einen Zeitraum bis zu 40 Tagen inkubiert und die 
vWF-Multimerzusamniensetzung sowie die Faktor VIII :C- und vWF- 
Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat nach 0, 1, 5, 10, 20, 25, 30, 35 
und 40 Tagen bestimmt:. Die Stabilitat der vWF-Multimere sowie 
die spezifische Ris1:ocetin-CoFaktor-Aktivit:^t war bei Eluaten, 
bei denen durch vorangegangene Chromatographie Plasmaproteine, 
insbesondere Plasmaproteasen, entfernt worden waren, am besten. 
Durch die Zugabe einer vWF/HMW-haltigen Fraktion zu den einzel- 
nen Faktor VIII- bzw. Faktor VIII/vWF*haltigen Fraktionen bzw, 
zum Ausgangsmaterial aus KryoprSzipitat: konntze insbesondere in 
den Fraktionen, die gem^B Beispiel 7 eine geringere Stabilitat 
aufwiesen, eine Verbesserung der StrabilitSt erreicht werden. Ab- 
hangig von der Zugabe der Menge an hochmolekularen vWF-Multime- 
ren konnte das Auftreten von proteolytischen Abbauprodukten so- 
wie eine Reduktion der spezifische Aktivitat an Faktor VIII und 
vWF-Aktivi-tat: zeitlich hinausgez5gert werden, 

Belsplel 9: 

Virus Inaktlvierung von gereinigteia Faktor VIII/vWF-Komplex 
bzw. gereinlgtem Faktor VIII/vWF-Komplex nach Zugabe von hoch- 
molekularen vWF«-Mul timer en und Bestimmung der Faktor VZI1:C- und 
vWF-RlstoCoF-Aktlvitat 

Einzelne Fraktionen der chromatographischen Reinigungsschritte, 
sowie Fraktionen, zu denen gereinigte hochmolekulare vWF-Multi- 
mere bzw. Albumin zugegeben wurden, wurden einem Virusinaktivie- 
rungsverf ahren unterzogen. Dazu wurden die Proben fiir 10 Stunden 
auf 60*C erhitzt und anschlieBend far 1 Stunde nochmals bei 80**C 
weiterinkubiert . AnschlieBend wurde eine vWF-Multimer-Analyse 
und eine Bestimmung der Aktivit^t der Faktor VIII :C- und spezi- 
fischen vWF-PlSittchenagglutinationsaktivitat durchgef uhrt . Es 
zeigte sich, dafi insbesondere Proben, die nach Heparin-Af f ini- 
tatschromatographie einen besonders hohen Anteil an hochmoleku- 
laren vWF-Multimeren und keine niedermolekularen vWF-Abbaupro- 
dukte enthalten, sowie eine hohe spezifische Ristocetin-Cof ak- 
tor-Aktivitat aufwiesen, den geringsten Aktivitatsverlust an 
Faktor VIII und vWF zeigten. Auch bei Proben, denen zusStzlich 
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noch eine bestimmtre Menge an gereinigten hochmolekularen vWF- 
Multimeren zugesetzt wurde, war der Aktivit&tsverlust nach dem 
Inaktivierungsverf ahren maximal 10%. Bei den Proben, denen Albu- 
min zugese-tzt worden war, sank die spezifische AktivitSt bei 2u- 
gabe des Stabilisators und dann nochmals nach dem Inaktivie- 
rungsverf ahren, Dadurch konnt:e gezeigt werden, daB durch die An- 
wesenheit von ausschlieBlich vWF/HMW bzw. durch Zugabe von hoch- 
molekularen vWF-Multimeren die Stabilitzfit der Proteine im Faktor 
VIII/vWF-KompleK wesentlich erhiiht vv'erdsn kann, ohne daB die 
spezifische Aktivit^t wesentlich reduziert wird. 
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PatentansprUche : 

1. Stabiler Faktor VIII/vWF-Kotnplex, der insbesondere hochmo- 
lekulare vWF-Multimere enthait und frei ist von niedermolekula- 
ren vWF-MolekUlen und proteolytischen vWF-Abbauprodukten. 

2. Stabiler Faktor VIII/vWF-Koraplex nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, dafl er eine spezifische Plattchenagglutinations- 
aktivitat von mindestens 50 U/mg vWF:Ag aufweist:. 

3. Stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet , daB er ein molares VerhSltnis von Faktor 
VIII zu vWF zwischen 0,01 und 100 aufweist- 

4. Stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex nach Anspruch 3, dadurch 
gekennzeichnet , dafl das molare Verbal tnis von Faktor VIII zu vWF 
zwischen 0,05 und 1 betrSgt. 

5. Stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex nach einem der Anspruche 1 
bis 4, dadurch gekennzeichnet , daB er hochmolekulare plasma- 
tische vWF-Multimere mit einer Duplett-Struktur enthSlt. 

6. Stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex nach einem der Anspruche 1 
bis 5, dadurch gekennzeichnet , daS er hochmolekulare rekombi- 
nante vWF-Multimere mit einer Singulett-Struktur enthSlt. 

7. Stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex nach einem der Anspriiche 1 
bis 6, dadurch gekennzeichent , dafl die hochmolekularen vWF-Mole- 
kUle hohe strukturelle Integritat aufweisen. 

8. Stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex nach einem der Anspriiche 1 
bis 7, dadurch gekennzeichnet , daB er frei ist von Plasmaprotei- 
nen, insbesondere von Plasmaproteasen, und frei von Fibrinogen 
und Fibronektin ist, 

9. Stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex nach einem der Anspruche 1 
bis 8, dadurch gekennzeichnet , daS er in Lcisung lagerstabil ist. 
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10. Stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex nach einem der Anspriiche 1 
bis 9, dadurch gekennzeichnet , dafl er zur Inaktivierung bzw. Ab- 
reicherung von Viren behandelt: ist. 

11. Stabiles, virussicheres Faktor VIII-Komplex-Konzentrat:, ent- 
haltend insbesondere hochmolekulare vWF-Multimere mit hoher 
struktureller Intregritat , wobei die vWF-Multimeren aus einer 
Singule-tt:- Oder einer Duplett-Struktur bestehen und frei sind 
von proteolytisciien Abbauprodukten des vWF. 

12. Stabiles, virussicheres Faktor VIII-Komplex-Konzentrat nach 
Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet , daS es eine spezifische 
PiattchenagglutinationsaktivitSt von mindestens 50 U/mg vWF:Ag 
auf weist . 

13. Stabiles, virussicheres Faktor VIII-Komplex-Konzentrat nach 
einem der Anspriiche 11 bis 12, dadurch gekennzeichnet , daS es 
ein molares VerhSltnis von Faktor VIII zu vWF zwischen 0,01 und 
100 auf weist. 

14. Stabiles, virussicheres Faktor VIII/vWF-Komplex-Konzentrat 
nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daS das molare Ver- 
hSltnis von Faktor VIII zu vWF zwischen 0,05 und 1 betragt. 

15. Stabiles, virussicheres Faktor VIII-Komplex-Konzentrat nach 
einem der Anspriiche 11 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB es 
frei ist von Plasmaproteinen, insbesondere von Plasmaproteasen, 
und frei von mikrobiologischen und molekularbiologischen Patho- 
genen ist. 

16. Pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend einen stabilen 
Faktor VIII/vWF-Komplex nach einem der Anspriiche 1 bis 15. 

17. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 16, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie einen physiologisch akzeptablen Trager 
enthMlt . 

18. Verwendung eines stabilen Faktor VIII/vWF-Komplexes nach 
einem der Anspruche 1 bis 15 zur Behandlung von Hamophile A 
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und/oder verschiedener Formen des von Willebrand -Syndroms. 

19. Verfahren zur Gewinnung von stabilem Faktor VIII/vWF-Kom- 
plex, dadurch gekennzeichnet , daB Faktor VIII/vWF-Komplex aus 
einer Prot:einl5sung an einen Heparin-Af f initr^tstrager gebunden 
wird und Faktor VIII/vWF-Komplex bei einer Salzkonzentration 
zwischen > 200 und 5 300 mM gewonnen wird. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB als 
ProteinlOsung eine Plasmaf raktion oder ein KryoprSzipitat , ent- 
haltend Faktor VIII/vWF-Komplex, verwendet wird. 

21- Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet , daB als 
Proteinlbsung ein zellfreier Kulturiiberstand von transf ormierten 
Zellen, der Faktor VIII/vWF-Komplex enthalt, zum Einsatz kommt. 

22. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB als 
Proteinl5sung eine angereicherte Proteinf raktion verwendet wird. 

23. Verfahren nach einem der Anspriiche 19 bis 22, dadurch ge^ 
kennzeichnet , daS als Af f initStstrSger ein Tr^ger mit daran ge- 
bundenem Heparin verwendet wird, vorzugsweise AF-Heparin 
Toyopearl® (Tosohaas), Heparin EMD-Fraktogel® oder Heparin- 
Sepharose Fast Flow® . 

24. Verfahren nach einem der Anspriiche 19 bis 23, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB als Puffersystem ftir die Af f init^tschromato- 
graphie eine Pufferlosung bestehend aus Puf f ersubstanzen, vor- 
zugsweise Tris/HCl-Puf fer , Phosphatpuf f er oder Citratpuffer und 
gegebenenf alls Salz verwendet wird. 

25. Verfahren nach einem der Anspriiche 19 bis 24, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Af f initatschromatographie in einem pH-Be- 
reich von 6,0 bis 8,5, vorzugsweise bei einem pH-Wert von 7,4, 
erf olgt . 

26. Verfahren nach einem der Anspriiche 19 bis 25, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB als Salz NaCl verwendet wird. 
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27. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 26, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl ein Faktor VIII/\WF-Komplex mit einer spezi- 
fischen AktivitSt von Faktor VIII :C von mindestens 50 U/mg Pro- 
tein und einer spezifischen PlSttchenagglutinationsaktivitSt von 
mindestens 50 U/mg vWF erhalten wird. 

28. Verfahren nach einem der Ansprliche 19 bis 27, dadurch ge- 
kennzeichnet , daB eine Faktor VIII/vWF-Komplex-haltige Fraktion, 
enthaltend insbesondere hochmolekulare vWF-Huitimere, erhalten 
wird, die frei ist von niedermolekularen vWF-Multimeren und vWF- 
Abbauprodukten . 

29, Verfahren zur Gewinnung von stabilem Faktor VIII/vWF-Kom- 
plex, bei dem Faktor VIII/vWF-Komplex aus einer unreinen Prote- 
inl5sung an einen Anionenaustauscher gebunden wird, dadurch ge- 
kennzeichnet , daB kontaminierende Plasmaproteine bei einer Salz- 
konzentration von ^ 200 mM rait CaClj selektiv eluiert werden und 
anschlieBend Faktor VIII/vWF-Komplex vom Anionenaustauscher mit 
einer Salzkonzentration zwischen > 200 und < 400 mM erhalten 
wird, 

30, Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet , daB die 
kontaminierenden Proteine Plasmaproteine sind. 

31, Verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Plasmaproteine insbesondere Vitamin K-abhSngige Faktoren, Plas- 
maproteasen, Fibronektin oder Fibrinogen sind* 

32, Verfahren nach einem der Anspruche 29 bis 31, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das CaCl j im Elutionsmittel in einer Konzen- 
tration zwischen 1 mM und 15 mM, vorzugsweise von 10 mM, ver- 
wendet wird . 

33. Verfahren nach einem der Ansprliche 29 bis 32, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl die Elution in einem pH-Bereich von 6,0 bis 
8,5, vorzugsweise bei einem pH-Wert von 7,4, erfolgt, 

34. Verfahren nach einem der Anspruche 29 bis 33, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl als Salz NaCl verwendet wird. 
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35. Verfahren nach einem der AnsprUche 29 bis 34, dadurch ge- 
kennzeichnet , dafl eln Faktor VIII/vWF-Komplex, enthaltend ins- 
besondere hochmolekulare vWF-Multimere^ erhalten wlrd, der frei 
ist: von niedermolekularen vWF-Molekiilen und vWF-Abbauprodukten. 

36. Verfahren nach einem der Ansprilche 29 bis 35, dadurch ge- 
kennzeichnet , daB die Fraktion, enthaltend den gewonnenen Fakto 
VIII/vWF-Komplex, einem weiteren chroma tographischen Schritt, 
vorzugsweise einer Af f initatschromatographie, unterzogen wird, 

37. Verfahren nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet , daB als 
Af f initatschromatographie eine Heparin-Chromatographie gem^B 
einem der AnsprOche 19 bis 27 ist- 

38. Verfahren zur Herstellung eines stabilen Faktor VIII/vWF- 
Komplexes, dadurch gekennzeichnet , dafl einem Uber ein chroma- 
tographisches Verfahren gereinigten Faktor VIII- Oder Faktor 
VIII-Komplex eine gereinigte hochmolekulare Fraktion von vWF- 
Moleklilen zugesetzt wird, wodurch ein Faktor VIII/vWF-Komplex 
mit einem molaren Verbal tnis von Faktor VIII zu vWF zwischen 
0,01 und 100, vorzugsweise zwischen 0,05 und 1, erhalten wird. 

39. Verfahren nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet , daB der 
gereinigte Faktor VIII- oder Faktor VIII-Komplex aus einer 
Plasmaf raktion gewonnen wird. 

40. Verfahren nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, daB der 
gereinigte Faktor VIII- oder Faktor VIII-Komplex aus einem zell 
freien ZellkulturUberstand von transf ormierten Zellen gewonnen 
wird. 

41. Verfahren nach Anspruch 38, dadurchgekennzeichnet , daB die 
gereinigte hochmolekulare Fraktion von vWF-Molekiilen aus plasma 
tischem vWF besteht. 

42. Verfahren nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, dafl die 
gereinigte hochmolekulare Fraktion von vWF-Molekulen aus rekom- 
binantem vWF besteht . 
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43. Verfahren nach einem der Anspruche 38 bis 42, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB eine hochmolekulare Fraktion von vWF-Molekulen 
mit einer spezlfischen Pl^trtchenagglutinationsaktivitat von min- 
destrens 50 U/mg vWF:Ag gewonnen wird. 
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vWP-Mul timer -Analyse vor \ind nach 
TVnionenaustauschchromatographle 
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A: -fCaCl- 



B 



-CaCl: 



a b c d c 



B 



a b c d e f 





'MP "Wm 



a: aufgelostes KryoprSzipitat , 
b: Alu-Uberstand, 

c: nicht-gebunden an Anion^Austauscher , 
d: 180 tuM NaCl Eluat +/- 10 mM CaClj, 
e: 200 mM NaCl Eluat, 
f: 400 mM NaCl Eluat. 
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Figur 2: Nachweis von Faktor II in einzelnen Fraktioaen 

vor und nach Anionanaustauschchromatographie 



A B C D *E F Q 



Fn— 



A: Faktor Il-Standard 

B: aufgeldstes Kryoprazipitat 

C: Alu-Oberstand 

D: 180 mM NaCl Eluat 

E: 4 00 mM NaCl Eluat 

F: 180 mM NaCl/+lO mM CaCl^ Eluat, 

G: 4 00 mM NaCl Eluat. 
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Flgur 3 : Protein S in den einzelnen Fraktionen 

vor und nach Anionenaustauschchrosiabocrraphie 



A B C D E F G 



PS,- 
PSj — 



1 



A: Procein S-Standard 

B: aufgeldstes Kryoprazipitat 

C: Alu-Oberstand 

D: 180 raM NaCl Eluat 

E: 400 trvM NaCl Eluat 

F: 180 mM NaCl/+10 mM CaClj Eluat 

G: 400 mM NaCl Eluat 
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Ficfur 4 Faktor IX in den einzelnen Fraktionen 

vor und nach Anionenaustauschchromatographie 



A B C D E 



FIX 



A: Faktor IX-Standard 

B: aufgeldstes Kryopr^zipitat 

C: Alu-Uberstand 

D: 180 mM NaCl/lO mM CaClj Eluat 

E: 400 mM NaCl Eluat 
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vor und nach Anlonenaustauschchromatographie 



A B C D 



PO 



I 



A : Plasminogen-Standard 

B: aufgel6ste3 KryoprSzipitat 

C: 400 mM Eluat Anionen-Austauscher 

D: Eluat Lysin-Sepharose 
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Fig\xr 6 vWF-Mul timeranalyse vor und nach Heparin- 
A£ £ Inl ta t schroma t ogr aphie 



A ts c u 




A: Ausgangsmaterial vor Heparin-Af f initatschromatographie , 

B: Faktor VIII/vWF-Komplex Eluat 160 mM NaCl , 

C: Faktor VIII/vlfl^F-Komplex Eluat 23 0 mM NaCl , 

D: Faktor VIII/vWF-Komplex Eluat 300 mM NaCl 
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Figur 7 vWF-Multimeramalyse von p-vWF und r-VWF vor und nach 
Heparin-Af f initatschromatographie 
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I. p-vWF 



II. r-vWF 



A 
B 
C 
D 



p-vWF'-Ausgangsmaterial A 

p-vWF/LMW B 

p-vWF/MMW C 

p-vMTF/HMW D 



r-vWF-Ausgangsmaterial 

r-vWF/LMW 

r-vWF/MMW 

r-vWF/HMW 
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Figur 8 Vergleich der Bindiing von r-vWF/HMW xind p-vWP/HMW 
an Plattchen. 

Graphische Darstellung der zugegebenen Menge an vWF und 
PlaCtchen-gebundenen Menge an vWF. 



vWF— Plattchenbindung 
Vergleich r-vWF / pd-vWF 
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Figur 9 Blndting von p-vWF/HMW und r-vWF/HMW an Plattchen und 
Multimeranalyse 



A: p-vWF/HMW; 

B: r-vWF/HMW; 

a: Nicht gebundener vWF; 

b: Piatt chen-gebundener vWF; 

c: vWF- Ausgangsf raktion nach Af f initatschromatographie . 
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based on the alleged effects of the compound. 

j j ClaunsNos.: 

because ihcy relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out. specifically: 



because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 





Claims Nos.; 



Box a Observations where unity of inventioa is lacking (Contiauatioa of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority foimd multiple inventions in this international application, as follows: 




As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 
searchableclaims. 




As all searchableclaims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 
of any additional fee. 
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□ 



As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
covers only those claims for which fees were paid» specifically claims Nos. : 




No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this inlemational search repon is 
restricted to the mvention tlrst mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. 



Remark on Protest 




The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 
No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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A. KLASSIFIZIERUNC OES ANMELDUNCSCECENSTANOES 

IPK 6 C07K14/755 A61K38/37 



N»ch dcr IniemaQonAlen Patentkl«ofikation (IPK) ockr nich der niOoruien KiasafikAtion und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Rcchcrchiencr Mindestprufstofr (KJasuftluaorusystem und KJamfikationssymbolc ) 

IPK 6 C07K A61K 



Rechcrchienc abcr nicht zum Mmdexipnifnoff gchdrende VcroffcntJichungen, sowcit dicse unicr die rcchcrchicrten Gebtcte faJIen 



Wahmxd dcr imenuQonAlen Recherche konsuiocrte cicktnmwche Oaunbank (Name dcr Datenbank und cvU. vcrwertdete StKhbegnffc) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



ICatcconc' Bezetchniing der VerbfTcnUichung. sowat erfordertich unter Angabe der m Betncht kommcndcn Tale 



Bctr. Antpruch Nr. 



DE 35 04 385 A (THE SPECIAL TRUSTERS FOR 

ST. THOMAS' HOSPITAL. LONDON, GB) 

14. August 1985 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe das ganze Dokument 



1-43 



EP 0 600 480 A (SCLAVO S.P.A.) S.Juni 
in der Anmeldung erwahnt 
siehe das ganze Ookutnent 



1994 



P.X 



THROMBOSIS RESEARCH 84 (1). 1996. 55-66. 
XP0O06745G3 

FISCHER B E ET AL: "Effect of 
multimerization of human and recombinant 
von Willebrand factor on platelet 
aggregation, binding to collagen and 
binding of coagulation factor VIII." 
siehe das ganze Dokument 
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)( I Wctccre VcrdfTeotiichunten and dcr Fortscttung von Fcid C zu 
cntnctunen 
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Siehe Anhang PatentfamOic 



Bcsondcre Kategonea von angegcbcnen VcrofTenOichungcn 
•A* VcrdfTcnUichunc* die den aUgemema Sund der Technik deriraen, 
aber ucht alt beModen bedeutsam anzusehen ist 

alceres Dokument. das jcdoch erst am Oder nach dem mtemabonalcn 
Anmddedatvim veroflcotlicht wordcn ict 

L* Vcroflendicfaung, die gecipKt tst eincn Priontitsaittpruch zweifdhaft er- 
scfaanen zu lasscn, oder dtaxh die dai Verdfrcndichungsdaoan cincr 
ttidcrcn im Recherchenbencht genannten VerofTendichung belegt wcrden 
soil Oder die aus einem andercn bcsMderen Grund angegcben ut (wie 
auxgefuhrt) 

Veroncndichung, die lich auf dne mtoufltche OfTcnhanrng, 
ant Bemnzung. erne Ausstdlimg oder axulere MaflnahoKn bcaefat 
Veraffcndichung. die vor dem intcmationalen Anmeldcdanira, abcr nach 
dem bcanqpnid^tcn Priori tatatdatian veroOcmticht wordcn wt 



'7** Spatcre VeroffenUichung. die nach dem intemaQonaiai Anmddedatum 
Oder dem PnontaCsdatum vcrotTendicht «orden in und mit der 
Anmeidung nichl kollidien, sondem nur zumVemindnis des dcr 
Erfiadung zugrimdeliegcmten Pnnam oder der ihr zugrundehetcndcn 
Tbecne angegebcn ist 

'X' Verofienttichung von bctonderer Bedeutung; die beanspnichte E/fin. 
kant alletn aufgrund dtetcr Vcrofrendichinig mcht aJt oeu oder atif 
crfindenschcr Tatigkot beruhend bctractitet wcrdoi 

'Y' Verorrcndichung von bcsonderer Bedeutung; die bcanipruchte 1 
kann mcht alt auf erfinderitchcr Titigkeit bmiwnd betrachtet 
«crdA, wcnn die Veroflcndichimg mit oner oder mchreren andercn 
VerofTentltchungen dieser Kategonc in Verthndung gefaractit wird umI 
diese Vertnndung fiir etncn Facfamann naheUegeod itt 

VerofTentlichung. die Mitglicd dcrselbcn Patcnt/amtlie ttt 
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25.06.1997 



Name tmd Poitanscfaria der Intemaoonale Recherchecibchorde 
Europattctiet Patentamt, P.B. 5Sia Patentlaan 2 
NL • 22S0 HV Rijswiik 
Td.(+ 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fajc (f 31-70) 340-3016 



Bcvollmachbftcr Bedicnxteter 



Moreau, J 



Fonabtau PCT.'ISA/2I0 <atatl 3} (JuU 1»V3) 



Seite 1 von 2 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



[r. jOofuJcj AktoUCTchcn 

PCT/AT 97/00055 



C^Fometzunj) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Bczcichnung dcr VeroffcntlichunK* sowa( crforderlich unter Ang«be der in Bctracht kommendcn Talc 



B«tr. Anspruch Nr. 



P.x 



EP 0 705 846 A (IMMUNO AG) 10. April 1996 
siehe das ganze Ookument 

WO 96 10584 A (IMMUNO AKTIENGESELLSCHAFT) 

11. April 1996 

siehe das ganze Ookument 
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Feid i Bcmerkungcn zu den Anspruchen, die sich «is mcht recherchierbar erwicscn habcn (Fortsetzung von Punkt t auf BIfttt 

Gcmali Ariikei wurde lus fotgenden Grunden fur besummie Aiupruchc kcin Recherchcnberichi ersieUt; 



I. X Anspruche Nr. 8 

well Sie sich luf Ocgensunde b«2iehen, zu dcren Recherche die Behorde nichi verpflichiet ist, namiich 

Bemerkung: Obwohl der Anspruch 18 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschUchen/tlerlschen Korpers (Diagnostliierverfahren, das am menschli- 
chen/tierischen Kdrper vorgenommen wird), bezieht, wurde die Recherche 
durchgefuhrt und griindete sich auf die angefuhrten Wirkungen der Verbindung 

Arupfuche Nr. 

w«d Jie «tch *uf Teilc der miemitioniien AnmeMvmg bcxiehen, die den vorgejchiiebenen Anfordcningcn jo wenig enuprechen, 
dafl eine sinnvotle internauoruie Recherche nicht durchgefuhrt werdcn kann, namltch 



2. I I Anspruchc Nr. 

weil es Jich dabei urn ibhiingigc Anspruche handelt, die nicht enuprcchend Sat2 2 und 3 der Regei 6.4 a) abgefaflt nnd. 

Fcid II Betncrkungen bd muigelnder Einhcitlichkcit der Erilndung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt I) 

Die internationale Recherchen behorde hat festgeitetlt, daB diese inierrmionale Anmeldung mehrere Erftndungen enihiUt: 



\. I I Da der Anmelder alic erforderlichen zusiizlichen Recherchengebiihren rechtzeitig entrichiet hit, erstreckt rich dieier 
' tnccmauonaic Recherchen bcrtcht auf alle recherchierbaren Anipruchc der intern aiionalen Anmeldung. 

2. 1^ j Da (iir aile recherchierbar en Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werdcn konnte, der einc 

zuaatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigi hatte. hat die internaiionaie Recherchenbchdrde nicht zur Zahlung einer solchcn 
Ccbtihr aufgefordrri. 

3. Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zuxatzbchen Recherchengebiihren rechtzeitig entfichtet hat, eritreckt fich dteier 
' internationale Recherchen berk:hi nur auf die Anspruche der iniernationaien Anmeldung, fvir die Gcbuhren entrichiet worden 

siitd, namttch auf die Anspruche Nr. 



4. 1 I Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengcbuhren njcht rcchuetiig entrichteL Der internationale Recher- 
chenbertcht beschninkt sich daher auf die in den Anspruchen zuersi crwahnie Exftndung; diese isi in folgcnden Anspruchen er- 
faBL 



Bcmerkunecn hiosiclitiidi cines Wtde»pructe [ ] Die zusauiichen Gebuhren wurden vom Anmelder unier Widerspruch gezahiL 

I I Oiz Zahlung zusauUcher Gebuhren erfolgie ohne Widerspruch. 
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